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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
 
Ab protitelo (angl. antibody) 
CAR himerni antigenski receptor (angl. chimeric antigen receptor) 
CCL5 C-C kemokinski ligand 5 (angl. chemokine (C-C motif) ligand 5) 
CCR2 C-C kemokinski receptor tipa 2 (angl. C-C chemokine receptor type 2) 
CD označevalec pripadnosti (angl. cluster of differentiation) 
Celica NK  celica naravna ubijalka (angl. natural killer cells) 
c-Met angl. tyrosine-protein kinase Met ali hepatocyte growth factor receptor 
(HGFR) 
c-Myc celični myc  
CTL citotoksični limfocit T (angl. cytotoxic T cell) 
CTLA-4 citotoksični z limfociti T povezani protein 4  (angl. cytotoxic T-
lymphocyte-associated protein 4) 
CXCL9 kemokin 9, vsebujoči motiv CXC (angl. chemokine (C-X-C motif) ligand 
9), poznan tudi pod imenom MIG (angl. monokine induced by gamma 
interferon) 
CXCL10 kemokin 10, vsebujoči motiv CXC (angl. chemokine (C-X-C motif) ligand 
10), poznan tudi pod imenom IP-10 (angl. interferon gamma-induced 
protein 10) 
CXCR4 C–X-C kemokinski receptor tipa 4 (angl. C-X-C chemokine receptor type 
4) 
DPBS fosfatni pufer (angl. Dulbecco's phosphate-buffered saline) 
EMA Evropska agencija za zdravila 
EMC  embrionalna matična celica (angl. embryonic stem cell (ESC)) 
FDA Ameriška agencije za hrano in zdravila (angl. Food and drug 
administration) 
GET genski elektroprenos (angl. gene electrotransfer) 
GFP zeleni fluorescenčni protein (angl. green fluorescent protein) 
GM-CSF granulocitno-makrofagne kolonije stimulirajoči faktor  (angl. Granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor) 
HER-2 humani epidermalni receptor 2 za rastni faktor (angl. human epidermal 
growth factor receptor 2) 
HGF hepatocitni rastni dejavnik (angl. hepatocyte growth factor)  
HMGB1 protein visoko-mobilne skupine 1 (angl. high mobility group box 1) 
XII 
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hMMC humane mezenhimske matične celice (angl. human mesenchymal stem cell 
(hMSC)) 
HLA-DR humani levkocitni antigen – DR izotip (angl. human leukocyte antigen – 
DR isotype)  
HSV-TK herpes simplex virusna timidin-kinaza (angl. herpes simplex virus-
thymidine kinase) 
ICM notranja celična masa (angl. inner cell mass) 
IDO indolamin-2,3-dioksigenaza  
IFNγ interferon γ 
IFNα interferon α  
IL-2  interlevkin 2 
IL-12 interlevkin 12 
IL-15 interlevkin 15 
iPMC inducirana pluripotentna matična celica (angl. induced pluripotent stem cell 
(iPSC)) 
Klf4 Kruppel podoben faktor 4 (angl. Kruppel-like factor 4)  
LPF lipofektamin 
MC matična celica (angl. stem cell) 
MCP-1 monocitni kemoatraktantni protein 1 (angl. monocyte chemoattractant 
protein 1) 
MHC poglavitni histokompatibilnostni kompleks (angl.  major histocompatibility 
complex) 
MMC mezenhimska matična celica (angl. mesenchymal stem cell (MSC)) 
MMP matriksna metaloproteinaza 
NCR angl. natural cytotoxicity receptors 
NMC nevralna matična celica (angl. neural stem cell (NSC))  
Oct4/3 angl. octamer-binding transcription factor 4/3 
PD-1 protein programirane celične smrti 1 (angl. programmed cell death protein 
1) 
PDGF trombocitni rastni dejavnik (angl. platelet-derived growth factor) 
PDGFR PDGF receptor  
qPCR kvantitavna verižna reakcija s polimerazo v realnem času (angl. real time 
PCR ali quantitative real time PCR) 
RAGE angl. receptor for advanced glycation endproducts  
SDF-1 angl. stromal cell-derived factor 1 
XIII 
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Sox2 angl. SRY (sex determining region Y)-box 2  
Tim-3 angl. T-cell immunoglobulin and mucin domain-containing protein 3 
TCR T celični receptor 
TGF‑β transformirajoči rastni faktor β (angl. transforming growth factor-β) 
TNF dejavnik tumorske nekroze (angl. tumor necrosis factor) 
TRAIL angl. TNF-related apoptosis-inducing ligand 
Treg regulatorna celica T 
VEGF vaskularni endotelni rastni faktor (angl. vascular endothelial growth factor) 
VEGFR VEGF receptor  
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1 UVOD 
1.1 NAMEN IN POVOD DELA   
Mezenhimske matične celice ponujajo številne možnosti uporabe v terapevtske namene 
zaradi sposobnosti diferenciacije v različne vrste celic in zmožnosti sinteze številnih 
bioaktivnih molekul, kot so citokini in rastni dejavniki. Poleg njihove uporabe pri 
regeneraciji tkiv in modulaciji imunskega sistema, lahko služijo tudi kot dostavni sistemi 
pri zdravljenju rakavih obolenj, saj raziskave kažejo, da pogosto potujejo k tumorskim 
tkivom (Shah, 2012). V številnih študijah so dokazali, da ima pri genski terapiji uporaba ex 
vivo transfeciranih mezenhimskih matičnih celic kot dostavni sistem prednosti pred 
drugimi dostavnimi sistemi, saj v primerjavi z virusnimi vektorji ne izzovejo močnega 
imunskega odziva proti vektorju, poleg tega pa je prenos bolj učinkovit kot pri uporabi 
gole plazmidne DNA (Seo in sod., 2011).   
Rak je drugi vodilni vzrok smrti pri ljudeh na svetovni ravni in je bil leta 2018 vzrok za 
približno 9,6 milijonov smrtnih žrtev (WHO, 2018). Pri psih starejših od 10 let je rak 
najpogostejši vzrok smrti, pri čemer 50 % starejših psov zboli za boleznijo in približno 
eden od štirih psov zaradi raka tudi umre (Davis in Ostrander, 2014). Tradicionalne oblike 
zdravljenja raka obsegajo operativno odstranitev tumorjev, radioterapijo in kemoterapijo, 
vendar so ti pristopi nespecifični in posledično za telo toksični in invazivni. Zaradi tega so 
se začele razvijati druge oblike terapije, med njimi tudi imunoterapija. Imunoterpija obsega 
široko področje pristopov zdravljenja, med katere spada tudi uporaba citokinov za 
nespecifično aktivacijo imunskega sistema (Helmy in sod., 2013; Xu, 2014).   
Citokin interlevkin 12 zaradi svoje sposobnost aktivacije naravne in pridobljene imunosti 
ter stimulacije produkcije citokina interferona γ, ki koordinira protitumorsko obrambo, 
predstavlja idealnega kandidata za tumorsko imunoterapijo. Sama sistemska aplikacija 
rekombinantnega IL-12 se je izkazala za neučinkovito in toksična za telo, kar je privedlo 
do razvoja različnih dostavnih sistemov (Cemazar in sod., 2010). 
Stabilno transfecirano linijo pasjih mezenhimskih matičnih celic, ki proizvajajo pasji IL-
12, bi lahko uporabili za morebitno zdravljenje rakavih obolenj. Tako transfecirane 
matične celice bi služile kot dostavni sistem za IL-12 v rakavo tkivo. Do sedaj o stabilni 
transfekciji pasjih mezenhimskih matičnih celic z genom za IL-12 niso poročali. Ravno 
tako ni veliko znanega o uporabi pasjih mezenhimskih matičnih celic za namene 
dostavnega sistema in uporabi le-teh za zdravljenje rakavih obolenj pri psih.   
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1.2 CILJI NALOGE 
Namen dela je pridobiti stabilno transfecirane pasje mezenhimske matične celice, ki bodo 
v zadostni količini proizvajale IL-12, da bi potencialno lahko služile kot dostavni sistem 
pri imunoterapiji rakavih obolenj. Tako sta cilja naloge sledeča:   
1. Optimizacija postopka za stabilno transfekcijo pasjih mezenhimskih matičnih celic 
z genom za IL-12.   
 
2. Priprava stabilno trasfeciranih pasjih mezenhimskih matičnih celic, ki bodo 
proizvajale  IL-12.   
 
1.3 DELOVNE HIPOTEZE 
Glede na predhodno objavljene rezultate raziskav predvsem na človeških in mišjih 
mezenhimskih matičnih celicah smo postavili naslednji hipotezi:  
1. Primarne pasje matične celic lahko uspešno transfeciramo in pripravimo trajno 
celično linijo. 
 
2. Transfecirane mezenhimske matične celice bodo izražale IL-12 v dovolj veliki 
količini, da bi lahko bile uporabne v terapevtske namene. 
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2 PREGLED OBJAV  
2.1 RAK  
Rak je splošno ime za obsežno skupino različnih bolezni, katerih glavna značilnost je 
nenadzorovano deljenje spremenjenih celic, ki imajo potencial širjenja ali invazije po 
drugih delih telesa in organih (Onkološki …, 2018). Je drugi vodilni vzrok smrti pri ljudeh 
na svetovni ravni in je bil leta 2018 vzrok za približno 9,6 milijonov smrtnih žrtev (WHO, 
2018). Ravno tako je pri psih starejših od 10 let najpogostejši vzrok smrti, pri čemer 50 % 
starejših psov zboli za boleznijo in približno eden od štirih psov tudi zaradi raka umre 
(Davis in Ostrander, 2014). Maligni tumor je agregat celic, ki izhajajo iz ene začetne 
spremenjene celice, ki je nosilka mutacij. Rakave celice se navadno fenotipsko razlikujejo 
od sosednjih normalnih celic, kar vključuje sposobnost hitrega podvajanja, zmožnost 
invazije v nove celične teritorije, visoka stopnja metabolizma in abnormalna oblika 
(Griffiths, 2012). Tumorske celice se lahko vraščajo v okoliška tkiva in s tem vplivajo na 
njihovo normalno delovanje. Lahko prodrejo tudi v mezgovnice in žile, kjer jih nato limfni 
in krvni obtok razneseta v oddaljene organe, kjer se tvorijo novi tumorji, ki jih imenujemo 
zasevki ali metastaze (Onkološki …, 2018).  
Rak se lahko pojavi kjerkoli v telesu in v vseh starostih, vendar se najpogosteje pojavlja pri 
ljudeh starejših od 50 let in pri psih starejših od 10 let (Onkološki …, 2018; Davis in 
Ostrander, 2014). Poznamo različne vrste raka, ki jih po osnovnem razvrščanju 
razlikujemo glede na mesto oziroma organ, kjer se je rak pojavil. Tako na primer poznamo 
rak dojke, rak pljuč, rak proste, itd. Natančnejšo vrsto pa se določi z mikroskopskim 
pregledom rakastega tkiva, pri čemer ločimo štiri široke kategorije raka: 1) karcinomi so 
maligni tumorji, ki zrastejo iz epitelnih celic in okoli 80 % vseh rakov uvrščamo v to 
skupino, 2) sarkomi so maligni tumorji, ki zrastejo iz celic opornih tkiv in se pojavljajo 
zlasti v vezivu, maščevju, kosteh in hrustancu, 3) levkemije so rakaste bolezni krvi in 
krvotvornih organov, ki se v nasprotju z večino drugih rakov običajno ne pojavljajo v 
obliki bul ali zatrdlin in 4) limfomi so rakaste bolezni limfatičnega sistema (Onkološki …, 
2018). Večina vrst raka, ki se pojavljajo pri ljudeh, lahko najdemo tudi pri psih (Davis in 
Ostrander, 2014). 
2.1.1 Rak in imunski sistem  
Imunski sistem ima poleg osnovne naloge obvarovanja telesa pred patogeni in tujki, tudi 
pomembno vlogo pri preprečevanju razvoja raka. Znano je, da so interakcije med rakavimi 
celicami in imunskim sistemom bistvenega pomena za rast tumorjev, kot tudi za njihovo 
izkoreninjenje. Ubežanje tumorskih celic imunskemu sistemu je temeljni znak rakavih 
obolenj. Že od dvajsetega stoletja velja prepričanje, da imunski sistem zavira razvoj raka. 
Pridobljeni imunski sistem lahko prepozna rakave celice, ki se antigensko razlikujejo od 
normalnih in z uničenjem transformiranih celic prepreči razvoj tumorjev. Ta pojav 
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imenujemo imunski nadzor (angl. immune surveillance). Ta hipoteza je bila podprta s 
številnimi kliničnimi in eksperimentalnimi dokazi, kot je na primer dejstvo, da so pacienti 
z imunsko pomanjkljivostjo veliko bolj dovzetni za razvoj določenih vrst tumorjev 
(Candéias in Gaipl, 2016; Helmy in sod., 2013; Muenst in sod., 2016; Abbas in Lichtman, 
2010). Ker pa se maligni tumorji razvijejo tudi pri bolnikih s popolnoma normalno 
delujočim imunskim sistemom, to kaže, da je imunski nadzor le del procesa in je zato bil 
koncept imunskega nadzora izpopolnjen v teorijo imenovano imunsko urejanje (angl. 
imunoediting). Predlagani so bili trije koraki imunskega urejanja raka in sicer 
odstranjevanje, ravnotežje in pobeg. Odstranjevanje, ki predstavlja sodoben pogled na 
imunski nadzor, pomeni, da imunski mehanizmi prirojenega in pridobljenega imunskega 
sistema uspešno zavirajo razvijajoče se tumorje. V primerih, ko se razvijajoči tumor 
popolnoma uniči, je izločanje končna točka imunskega urejanja. Če pa tumorske celice 
niso popolnoma izločene, lahko vstopijo v ravnovesno stanje, v katerem imunski sistem 
nadzira rast tumorja, tumorske celice pa lahko vstopijo v speče stanje za več let. Ko se 
tumorskim celicam uspe izogniti imunski kontroli in se začnejo neomejeno razmnoževati, 
pa pride do razvoja klinično očitnih tumorjev (Muenst in sod., 2016). Maligni tumorji 
lahko izražajo številne molekule, ki jih sistem prepoznava kot tuje antigene (Abbas in 
Lichtman, 2010). 
Osnovni imunski mehanizem proti raku vključuje a) delovanje CD8+ citotoksičnih 
limfocitov T (angl. cytotoxic T cell (CTL)), ki so specifični za tumorje in s pomočjo 
perforinov uničijo tumorske celice, in b) delovanje celic naravnih ubijalk (celice NK). 
Tumorski antigeni so navadno citosolni proteini, ki so limfocitom T predstavljeni na 
poglavitnem histokompatibilnostnem kompleksu razreda I (angl. class I major 
histocompatibility complex (MHC)). CD8+ citotoksičnim limfocitom T morajo biti 
tumorski antigeni najprej predstavljeni preko antigen predstavitvenih celic, ki tumorske 
celice fagocitirajo in predstavijo njihove antigene limfocitom T, ki se s pomočjo 
aktiviranih CD4+ celic T pomagalk diferencirajo v CTL. Poleg CTL še številni drugi 
imunski mehanizmi in celice igrajo pomembno vlogo pri zaviranju razvoja raka, mednje 
spadajo tudi makrofagi in celice NK. Celice NK ne prepoznajo tumorskih specifičnih 
antigenov in zato ne potrebujejo aktivacije, saj neposredno prepoznajo rakaste celice preko 
antigensko specifičnih receptorjev, kot so NKG2D, NCR, CD226 in CD16, ki prepoznajo 
ligande, izražene na celični površini celic v stresu, kot so na primer rakaste celice. Poleg 
tega celice NK prepoznajo zmanjšanje izražanja molekul MHC na tumorskih celicah, kar 
je eden izmed mehanizmov s katerim se tumorske celice poskušajo izogniti delovanju 
imunskega sistema. Ko celica NK prepozna rakavo celico, le ta povzroči apoptozo po 
podobnem mehanizmu kot CTL (Candéias in Gaipl, 2016; Janssen in sod., 2017; Abbas in 
Lichtman, 2010). Pomembno vlogo pri uravnavanju mehanizmov delovanja naravne in 
pridobljene imunosti pa imajo citokini. Med najpomembnejše spada interferon γ (IFN-γ), 
ki ga v večini proizvajajo limfociti T in celice NK. Receptorji za IFN-γ so izraženi v 
različnih celicah po celotnem telesu. IFN-γ vpliva na povečano izražanje molekul MHC I 
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in MHC II, kar pa poveča sposobnost predstavljanja antigenov limfocitom T. Če so na 
MHC predstavljeni tumorski proteini, to vpliva na povečano aktivacijo CTL in posledično 
uničenje tumorskih celic. IFN-γ aktivira tudi diferenciacijo mieloidnih celic in 
antimikrobno aktivnost makrofagov, nevtrofilcev in celic NK, ki poleg produkcije 
reaktivnih kisikovih spojin in dušikovih zvrsti, proizvajajo tudi vnetne citokine, ki vplivajo 
na aktivacijo celic naravne in pridobljene imunosti. Tako je signaliziranje z IFN-γ 
sposobno okrepiti tako protitumorsko specifično imunost kot široko nespecifično vnetno 
reakcijo v pozitivni povratni zanki (Abbas in Lichtman, 2010; Candéias in Gaipl, 2016).  
Velikokrat pa se zgodi, da imunski sistem ne uspe uničiti tumorja, bodisi zaradi 
neuspešnega odgovora, bodisi ker tumorji razvijejo mehanizme, s katerimi se izognejo 
imunskemu sistemu. Imunski sistem se sooča z zelo težko nalogo pri odstranjevanju 
malignih tumorjev, saj mora uničiti vse tumorske celice, ki pa se hitro delijo. V številnih 
primerih so tudi tumorski antigeni šibko imunogeni in poleg tega rastoči tumorji razvijejo 
mehanizme, ki jim omogočijo ubežati delovanju imunskega sistema. Nekateri tumorji 
prenehajo izražati antigene, ki so tarča napada imunskih celic. Spet drugi tumorji prenehajo 
izražati MHC I molekule in tako antigeni ne morejo biti predstavljeni CD8+ limfocitom T. 
Nekateri tumorji začnejo izločati citokine in druge imunosupresivne molekule, ki zavirajo 
imunski odziv in mednje spadajo transformirajoči rastni faktor β (TGF‑β), IL-10, topna 
oblika Fas liganda in imunosupresivni encim indolamin-2,3-dioksigenaza (IDO), ki ureja 
maternalno toleranco do antigenov zarodka. Pri nekaterih tumorjih pride do spodbujanja 
zaviralnih poti celic T, kot so poti posredovane s CTLA-4 ali PD-1 in s tem zavirajo 
protitumorski imunski odziv. Ker pa rak izvira iz normalnih celic, isti imunski mehanizmi, 
ki vodijo samotoleranco, omejujejo razvoj učinkovitega protitumorskega imunskega 
odziva. V tumorskem mikrookolju in sistemskem obtoku so tako identificirali visoko 
število mieloidnih supresorskih celic in imunosupresivnih regulatornih celic T (Treg), ki v 
normalnih fizioloških pogojih zavirajo delovanje limfocitov T, ki delujejo proti lastnim 
antigenom. Poznavanje mehanizmov, ki omogočajo tumorjem, da se izognejo imunskemu 
odgovoru, je ključno pri oblikovanju terapij za zdravljenje raka (Abbas in Lichtman, 2010; 
Helmy in sod., 2013; Muenst in sod., 2016).  
2.1.2 Imunoterapija raka 
Zdravljenje raka se je skozi zgodovino počasi razvijalo. Prva oblika zdravljenja je bila 
operativna odstranitev rakavega tkiva, kar je bilo za paciente z napredno obliko bolezni 
boleč in invaziven poseg. Radioterapija se je začela uporabljati za zdravljenje raka hitro po 
odkritju rentgenskih žarkov leta 1896, vendar je redko kurativna za razširjene oblike 
bolezni. Razvoj kemoterapije v sredini 20. stoletja je obljubljal veliko in dolgo časa za 
onkologe predstavljal pomemben način v boju proti raku, ampak je uporaba omejena 
zaradi pomanjkanja specifičnosti do tumorskih celic in posledične toksičnosti za telo. 
Kombinacija vseh predhodno omenjenih pristopov terapije je veliko doprinesla v boju proti 
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raku, vendar za razvitejše oblike bolezni z odkritimi metastazami navadno ne zadostujejo 
(Helmy in sod., 2013). Zdravljenje raka, ki vključuje delovanje imunskega sistema, se je 
začelo razvijati v 20. stoletju. Imunoterapija je postala ena izmed pomembnih komponent 
protokolov zdravljenja raka, saj omogoča večjo specifičnost in robustnost kot do tedaj 
uporabljena zdravila. Imunoterapijo lahko na široko opišemo kot stimulacija imunskega 
sistema proti rakavim celicam z uvedbo cepiv, citokinov, protiteles ali samih imunskih 
celic. Delimo jo lahko na pasivno in aktivno imunoterapijo. Med pasivno uvrščamo 
uporabo citokinov, protiteles in prenesenih imunskih celic, ki delujejo neposredno na 
tumor. Pri aktivni imunoterapiji pa gre za stimulacijo lastnega imunskega sistema proti 
tumorskim celicam, kot je to na primer uporaba tumorskih cepiv (Helmy in sod., 2013; Xu, 
2014). Imunoterapija veliko obeta zaradi velike specifičnosti imunskega sistema do 
tumorskih celic, kar vpliva na povečano učinkovitost in zmanjšano toksičnost zdravljenja, 
poleg tega pa omogoča tudi doživljenjski imunski spomin, kar preprečuje ponovitev 
bolezni (Helmy in sod., 2013).  
Imunoterapevtske pristope pri zdravljenju raka lahko v grobem razdelimo na tri glavne 
skupine: 1) terapevtski pristopi z uporabo protiteles, 2) celična imunoterapija in 3) 
nespecifična aktivacija imunskega sistema za namen zdravljenja raka. Poleg tega pa 
mednje prištevamo tudi uporabo tumorskih cepiv (Gatti-Mays in sod., 2017), onkolitične 
viruse (Kaufman in sod., 2015) in bispecifična protitelesa (Chen in sod., 2016). 
Uporaba specifičnih protiteles je trenutno najbolje razvita in uporabljena oblika specifične 
imunoterapije raka v klinični uporabi. Na trgu so na voljo številne imunoglobulinske 
molekule odobrene s strani ameriške Agencije za hrano in zdravila (angl. Food and Drug 
Administration (FDA)). Prva protitelesa (angl. antibody (Ab)) za zdravljenje raka so bile 
odobrena s strani FDA že konec devetdesetih let in sicer rituximab (Ab usmerjeno proti 
površinskim antigenom CD20 limfocitov B) (Maloney, 1997) in trastuzumab (Ab 
usmerjeno proti površinskim antigenom HER-2) (Wong, 1999). Nekatera monoklonska 
protitelesa prepoznavajo površinske antigene rakavih celic. Mehanizmi, s katerimi 
monoklonska protitelesa uničujejo rakave celice, so različni in vključujejo s protitelesi 
posredovano celično citotoksičnost, s komplementom posredovano celično citotoksičnost 
in od protiteles odvisno celično fagocitozo. Druga strategija je uporaba konjugiranih 
protiteles, ki so lahko konjugirana z različnimi molekulami kot so radionukleotidi, toksini, 
citotoksična zdravila ali polzdravila. Poleg tega se za namene imunoterapije raka 
uporabljajo tudi protitelesa, katerih tarče so molekule znotraj ključnih signalnih poti. 
Navadno so tarče molekule znotraj signalnih poti za rast celic in ožiljenje tumorjev, ali pa 
so tarče kontrolne točke imunskega sistema (Helmy in sod., 2013; Ventola, 2017). Tako 
imajo pomembno vlogo pri zdravljenju nekaterih vrst raka protitelesa, katerih tarča je 
VEGF rastni dejavnik in s tem preprečijo razvoj ožiljenja tumorja (Helmy in sod., 2013; 
Kong in sod., 2017). Poleg tega so na trgu monoklonska protitelesa, ki se na mestu 
kontrolnih točk vežejo na receptorje, bodisi na limfocitih T (PD-1 ali CTLA-4) ali pa se 
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vežejo na ligande tumorskih celic (PD-L1) in tako aktivirajo zavrt imunski sistem (Riley in 
sod., 2019; Ovčariček, 2018).  
Pri celični imunoterapiji (angl. cell-based imunotherapy) navadno ne gre za spodbujanje 
pacientovega lastnega imunskega sistema ali uporabo protiteles, ampak gre za prenos 
samih celic, ki delujejo na tumor. Dolgo poznana klinično uspešna različica tega pristopa 
je presaditev kostnega mozga. Poznamo pa tudi prenos tumorje infiltrirajočih limfocitov, 
kjer gre za presaditev iz tumorskega tkiva pridobljenih in ex vivo aktiviranih tumorje 
infiltrirajočih limfocitov. Razvijajoč pristop je tudi uporaba gensko spremenjenih 
limfocitov T, ki lahko izražajo specifične T celične receptorje (TCR), veliko pa obljublja 
pristop izražanja himernih antigenskih receptorjev (angl. chimeric antigen receptor (CAR)) 
na limfocitih T, ki omogočajo bolj učinkovito prepoznavanje tumorskih celic (Helmy in 
sod., 2013; Muenst in sod., 2016; Ventola, 2017).   
Nespecifično aktivacijo imunskega sistema za namen zdravljenja raka navadno 
povezujemo s številnimi oblikami terapije na osnovi uporabe citokinov. Citokini so topni 
proteini, ki delujejo kot medcelični mediatorji in nastajajo v imunskih in drugih celicah. 
Njihova naloga je regulacija naravnega in pridobljenega imunskega sistema (Rožman in 
Jež, 2010). Prva komercialna oblika imunoterapije raka z uporabo citokinov, so bile 
rekombinantne različice citokina interferona-α (IFNα), ki jih je leta 1986 odobrila FDA za 
zdravljenje dlakavocelične levkemije (Quesada  in sod., 1986). Kmalu zatem so se številne 
raziskave ukvarjale s preučevanjem rekombinantnega IL-2 za imunoterapijo raka in le-ta je 
bil odobren s strani FDA leta 1992 za zdravljenje metastatskega raka ledvic in leta 1998 za 
zdravljenje metastatskega melanoma. Terapija z IL-2 je bila najprej sprejeta z velikim 
navdušenjem, saj je uporaba pri nekaterih bolnikih povzročila trajne popolne odzive. Ker 
pa so bili za zdravljenje potrebni visoki odmerki zaradi kratkega razpolovnega časa IL-2, je 
to pripeljalo do resnih neželenih učinkov (Riley in sod., 2019). V zadnjih letih so bile 
številne študije izvedene z namenom povečanja učinkovitosti in izboljšanja varnosti 
uporabe citokinov za imunoterapijo raka. Pri tem so pokazali citokini skupine Th1 močno 
protitumorsko aktivnost tako pri živalskih modelih, kot tudi pri pacientih (Xu, 2014). Za 
imunoterapijo raka so trenutno s strani FDA odobreni trije rekombinantni citokini in sicer 
rIFNα2b, rIFNα2a in rIL-2, številni pa so v kliničnem razvoju, vključno z IL-17, IL-15, IL-
21 in IL-12 (Riley in sod., 2019; Ventola, 2017). Zaradi kratkega razpolovnega časa 
rekombinantnih citokinov zdravljenje po navadi zajema bolusne injekcije v visokih 
odmerkih. To povzroča resne stranske učinke, poleg tega pa še omejene klinične odzive pri 
večini bolnikov. Nadalje lahko terapija s citokini spodbuja preživetje Treg in inducira smrt 
stimuliranih limfocitov T, kar na koncu povzroči avtoimunski napad proti zdravemu tkivu. 
S ciljem zmanjšanja neželenih učinkov uporabe visokih odmerkov, trenutne raziskave in 
klinična preskušanja preučujejo uporabo citokinov v kombiniranih strategijah zdravljenja, 
ki vključujejo uporabo kombinacije dveh ali večih citokinov, kombinirano uporabo z 
zaviralci kontrolnih točk ali kombinacija s kemoterapijo. Poleg tega je to vodilo tudi v 
razvoj genske terapije in različnih dostavnih sistemov, ki vključujejo adenovirusne 
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vektorje, golo plazmidno DNA in MMC (Riley in sod., 2019; Seo in sod., 2011; Ventola, 
2017).  
2.2 INTERLEVKIN 12 
Interlevkin 12 (IL-12) je heterodimerni provnetni citokin, ki igra pomembno vlogo pri 
povezavi med naravno in pridobljeno imunostjo. IL-12 uravnava imunski odgovor 
posredovan z limfociti T in celicami NK, inducira proizvodnjo IFN-γ in diferenciacijo 
celic T pomagalk 1 (Th1) (Trinchieri, 2003). V študijah so dokazali, da IL-12 lahko okrepi 
citotoksičnost CTL s tem, da vpliva na povečano transkripcijo genov za citolitične 
dejavnike, med katere spadajo tudi perforini in grancimi (Del Veccho in sod., 2007). 
Glavni viri IL-12 pri človeku so aktivirane antigen predstavitvene celice, kot so dendritične 
celice, hematopoetski fagociti (monociti, makrofagi in nevtrofilci) in druge vrste celic. 
Strukturno IL-12 uvrščamo med citokine tipa I. Sestavlja ga sveženj štirih vijačnic α in 
deluje v obliki heterodimernega proteina, ki sestoji iz kovalentno povezanih p35 in p40 
podenot. IL-12 je ligand receptorja, ki ga sestavljata dve aminokislinski verigi IL-12R-β1 
in IL-12R-β2. Receptor IL-12 je lahko konstitutivno ali inducibilno izražen na različnih 
imunskih celicah kot so celice NK, limfociti B in T (Lasek in sod., 2014). Sprožitev 
receptorja aktivira JAK-STAT sporočilno pot, pri čemer je STAT4 prevladujoči mediator 
celičnih odzivov, ki jih aktivira IL-12 (Del Vecchio in sod., 2007; Lasek in sod., 2014). 
Povečano izražanje IL-12 heterodimera je lahko posledica dveh različnih vrst stimulacije 
in sicer sprožilne in ojačene stimulacije. Do sprožilne stimulacije po navadi pride, ko 
nevarnost zaznajo toll-u podobni receptorji (angl. toll-like receptor (TLR)). Na primer pri 
makrofagih lahko sproži izražanje IL-12 vezava lipopolisaharida na TLR4 receptor in 
vezava R848 na TLR7/8 receptor. Ojačena stimulacija pa se sproži preko citokina IL-1β ali 
preko direktnega medceličnega stika, kot je na primer interakcija med CD40L in CD40. 
Kako točno poteka sprožitev izražanja IL-12 pri rakavih obolenjih trenutno še ni 
popolnoma znano. Najverjetneje je mehanizem sprožitve povezan z interakcijo med CD40 
in CD40L. Supresijo produkcije IL-12 posredujejo citokini kot so interferoni tipa I, IL-10 
in TGF-β, kot tudi prostaglandin E2, ki ga proizvajajo različni tipi raka. Druga supresivna 
molekula je Tim-3, ki lahko zavira produkcijo IL-12 v dendritičnih celicah znotraj 
tumorskega okolja. Poleg tega so neposreden stik med celicami opisali kot mehanizem 
zmanjševanja produkcije IL-12, posredovan preko CD4+ CD25+ Treg znotraj tumorskega 
okolja (Lasek in sod., 2014). 
2.2.1 Interlevkin 12 in imunoterapija raka  
Kot že omenjeno v predhodnem poglavju, je s tumorji spodbujeno zaviranje imunskega 
sistema eden izmed pomembnejših mehanizmov, s katerimi tumorji ubežijo delovanju 
imunskega sistema. Skozi čas so se razvijale številne strategije kako preprečiti ta pojav in 
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za eno izmed boljših se je izkazala lokalno izražanje IL-12, saj ima IL-12 osrednjo vlogo v 
vnetnem odzivu posredovanem z limfociti T in celicami NK (Wang in sod., 2017).  
Model mehanizmov, ki sodelujejo pri protitumorskih učinkih IL-12, vključuje neposredno 
aktivacijo celic prirojene (celice NK) in pridobljene imunosti (CD4+ in CD8+ limfociti T). 
Interlevkin 12 predvsem pripomore pri aktivaciji limfocitov T in povečuje njihovo 
preživetje, izboljša efektorske funkcije limfocitov T in celic NK ter spodbudi izločanje 
IFN-γ, ki je nepogrešljivi člen protitumorskega učinka IL-12. IFN-γ deluje neposredno na 
tumorske celice, kot tudi na stromalne in endotelijske komponente znotraj tumorskega 
mikrookolja. Rezultat aktivacije poti, ki jih usmerja signalizacija IFN-γ, je 1) povečana 
predstavitev antigenov na MHC I kompleksu, kar vpliva na povečanje prepoznavanja 
tumorja z limfociti T, 2) indukcija kemokinov CXCL10 in CXCL9, kar vpliva na 
novačenje elementov naravne in pridobljene imunosti, 3) spremembe v preoblikovanju 
zunajceličnega matriksa, vključno z zaviranjem ekspresije matriksne metaloproteinaze 
(MMP), kar zmanjšuje angiogenezo in invazijo tumorjev, kot tudi 4) zmanjšanje 
izraženosti adhezijskih molekul na endotelijskih celicah, kar lahko še dodatno omeji 
angiogenezo. Te ločene poti, ki jih aktivira IL-12, skupaj ovirajo napredovanje tumorja in 
na koncu olajšajo njegovo uničenje (Del Vecchio in sod., 2007).  
Protitumorsko in antimetastatsko aktivnost IL-12 so dokazali pri številnih predkliničnih 
tumorskih modelih. Predklinične študije so vodile do kliničnih, kjer so preverjali varnost in 
protitumorsko učinkovitost rekombinantnega humanega IL-12 (rh-IL-12) (Čemažar in sod., 
2010). Prva klinična faza študije na bolnikih z različnimi vrstami raka je bila objavljena le 
8 let po odkritju IL-12 (Atkins in sod., 1997). Vključeni so bili predvsem bolniki z rakom 
ledvic in melanomom. Zdravili so jih z intravensko injiciranimi rhIL-12 in opazili v večini 
le manjši odziv tumorjev, en prehodni popolni odziv pri bolniku z melanomom in delni 
odziv pri bolniku z rakom ledvic. Poleg tega so prva poročila kliničnih preskušanj I. in II. 
faze pokazala toksične stranske učinke rhIL-12 pri odmerkih, ki so komaj povzročili 
kakršnokoli protitumorsko delovanje. V najbolj učinkoviti študiji je zdravljenje z rhIL-12 
povzročilo delni ali popolni odziv pri 56 % bolnikov s kožnim T-celičnim limfomom 
(Čemažar in sod., 2010; Leonard in sod., 1997; Rook in sod., 1999).  
Z razvojem genske terapije so vpeljali napreden način aplikacije in posledično izboljšali 
delovanje IL-12. V nedavnih študijah so ovrednotili protitumorsko učinkovitost in varnost 
intratumorske genske terapije z IL-12. Dostavni sistemi pri IL-12 genski terapiji so različni 
in mednje spadajo prenos gole plazmidne DNA, uporaba adenovirusnih ali drugih virusnih 
vektorjev, uporaba genske pištole, elektroporacija, drugi ne-virusni vektorji  (Čemažar in 
sod., 2010) in uporaba gensko spremenjenih celic, ki proizvajajo IL-12 in služijo kot 
dostavni sistem. Zaradi podobnosti med človeškim in pasjim imunskim sistemom, je bilo 
kar nekaj raziskav genske terapije z uporabo IL-12 narejenih na psih. Objavljene so bile 
številne študije, v katerih so proučevali genski elektroprenos IL-12 pri številnih induciranih 
in spontanih pasjih tumorjih (Pavlin in sod., 2012). Pri kliničnih študijah na ljudeh in tudi v 
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veterinarski onkologiji, so prvi rezultati pokazali, da je gensko zdravljenje z IL-12 varno 
zdravljenje z nekaterimi koristnimi kliničnimi učinki (Čemažar in sod., 2010). 
2.3 PASJE MEZENHIMSKE MATIČNE CELICE 
Matične celice (MC) so celice, ki se lahko samoobnavljajo preko celične delitve in imajo 
sposobnost diferenciacije v različne vrste celic. Glede na sposobnost diferenciacije jih 
lahko razdelimo na toti-, pluri-, multi- in unipotentne. Totipotentne celice se lahko 
diferencirajo v vse celične vrste (vključno s spolnimi celicami) in ekstraembrionalna tkiva. 
Pluripotentne celice imajo sposobnost diferenciacije v vse tri celične plasti in sicer 
mezoderm, ektoderm in endoderm, vendar nimajo sposobnosti diferenciacije v 
ekstraembrionalna tkiva. Multipotentne celice so se sposobne diferencirati v več celičnih 
vrst, vendar ne v vse, medtem ko so se unipotentne matične celice sposobne diferencirati le 
v eno celično vrsto (Rožman in sod., 2007). Glede na izvor pa lahko MC delimo na 
embrionalne matične celice (EMC), inducirane pluripotentne matične celice (iPMC) in 
odrasle matične celice (Ullah in sod,, 2015). Embrionalne matične celice so pluripotentne 
MC, ki so bile prvič izolirane iz notranje celične mase (ICM) zgodnje predimplantacijske 
mišje blastociste, in imajo sposobnost diferenciacije v katerokoli zrelo celico treh zarodnih 
linij. Inducirane pluripotentne matične celice nastanejo iz odraslih celic s prekomerno 
ekspresijo štirih transkripcijskih dejavnikov Oct4/3, Sox2, Klf4 in c-Myc. Na celični ravni 
so iPMC podobne EMC, saj imajo sposobnost samoobnove, diferenciacijski potencial in 
zmožnosti tvorjenja kompetentnih himer za zarodne linije. Mezenhimske matične celice 
(MMC), imenovane tudi mezenhimske multipotentne stromalne celice, so multipotentne 
odrasle matične celice, ki se lahko izolirajo iz človeških in živalskih virov in se pogosto 
uporabljajo v terapevtske namene (Ullah in sod., 2015). Mednarodno združenje za celično 
terapijo (angl. International Society for Cellular Therapy) je določilo, da morajo MMC 
izpolnjevati tri pogoje, in sicer: 1) adherentna rast; 2) prisotnost celičnih površinskih 
označevalcev CD44, CD90 in CD105, in hkrati odsotnost endotelijskih in hematopoetskih 
označevalcev CD45, CD34, CD14 ali CD11b, CD79a ali CD19, kot tudi HLA-DR; in 3) 
sposobnost diferenciacije v hondrocite, adipocite in osteoblasti (Kriston-Pál in sod., 2017). 
Človeški MMC (hMMC) so nekrvotvorne, multipotentne MC s sposobnostjo diferenciacije 
v mezodermalno linijo, kamor uvrščamo osteoblasti, adipocite, hondrocite (Pittenger in 
sod., 1999), kardiomiocite (Xu in sod., 2004), pa tudi ektodermalno linijo (neurociti) 
(Woodbury in sod., 2000) in endodermalno linijo (hepatociti) (Lee in sod., 2004). MMC 
lahko izoliramo iz različnih tkiv, vključno s kostnim mozgom (Li in sod., 2016), 
maščobnim tkivom (Cao in sod., 2015), amnijsko tekočino (In’t Anker in sod., 2003), 
endometrijem (Schüring in sod., 2011), placento in plodovno membrano (Raynaud in sod., 
2012), zobnimi tkivi (Huang in sod., 2009), popkovnično krvjo in popkovino (Lee in sod., 
2004; Nagamura-Inoue, 2014), menstrualno krvjo (Allickson, 2011), periferno krvjo (Ab 
Kadir in sod., 2012), žlezo slinavko (Rotter in sod., 2008) in kožo (Riekstina in sod., 
2008). Lahko jih dolgotrajno gojimo v kulturi z uporabo specifičnih medijev brez izgube 
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njihovih osnovnih karakteristik (Ullah in sod., 2015). Poleg tega imajo MMC nizko 
imunogenost in imunomodulatorne lastnosti, izločajo namreč citokine in izražajo imunske 
receptorje, ki uravnavajo mikrookolje v tkivu gostitelja. Multilinijski potencial, enostavno 
pridobivanje iz maščobnega tkiva in in vitro proliferacija, nizka imunogenost, 
imunomodulacija in izločanje protivnetnih molekul so lastnosti, zaradi katerih so MMC 
odlični kandidati za uporabo v tkivnem inženirstvu in odpirajo nove možnosti pri 
zdravljenju kroničnih bolezni, med katere vključujemo avtoimunske bolezni, 
nevrodegenerativne bolezni, kardiovaskularne bolezni in druga obolenja (Cao in sod., 
2015; Ullah in sod., 2015; Wu in sod., 2019). 
Matične celice imajo sposobnost migracije k specifičnemu ciljnemu mestu v telesu (angl. 
homing), imenovano tudi niša matičnih celic. Najbolj raziskan primer je vraščanje 
krvotvornih matičnih celic v kostni mozeg prejemnika, kjer poselijo nišo matičnih celic in 
s tem omogočijo ponovno hematopoezo (HSC, 2019; Slovenski medicinski slovar, 2018). 
Za migracijo MC k specifični niši so odgovorna različna sporočila. Odkrili so, da so 
nekatere odrasle MC (nevralne, mezenhimske in endotelijske MC) sposobne migrirati k 
tumorskim tkivom tudi preko velikih področji v telesu, zaradi česar MC predstavljajo 
idealne kandidate za dostavne sisteme pri terapiji raka (Brower, 2005). Nedavne študije na 
živalskih modelih in človeških tumorjih so pokazale, da MMC migrirajo v različne tipe 
tumorjev, kot so melanom, maligni gliom, rak dojke, rak debelega črevesa in rak prostate, 
ter povečajo angiogenezo in rast tumorjev, kar vodi do metastaze tumorskih celic. 
Mehanizem migracije MMC v tumorje ni še popolnoma razumljen, vendar so obsežne 
študije pokazale, da naj bi tropizem MMC k tumorjem posredovali specifični rastni faktorji 
in njihovi receptorji, kot so SDF-1/CXCR4, HGF/c-Met, VEGF/VEGFR, PDGF/PDGFR, 
MCP-1/CCR2 in HMGB1/RAGE. Poleg tega naj bi k tumorskemu tropizmu MMC 
pripomogle tudi celične adhezijske molekule. Mehanizem migracije k tumorjem je 
podoben vraščanju MMC v ranah ali poškodovanem tkivu med postopkom celjenja (Mohr 
in Zwacka, 2018; Motegi in Ishikawa, 2017; Momin in sod., 2010; Shah, 2012; Wu in sod., 
2019). 
2.4 TRANSFEKCIJA IN GENSKA TERAPIJA 
Transfekcija je proces umetnega vnašanja tuje nukleinske kisline v celico, ki mu (lahko) 
sledi ekspresija enega ali več genov (Slovenski medicinski slovar, 2018; Kim in Eberwine, 
2010). Pri tem lahko pride do trajne integracije vnesene DNA v dedni material celice, kjer 
se ohranja tudi po celični delitvi in v tem primeru govorimo o stabilni transfekciji. Lahko 
pa se genski konstrukt ne vgradi v dedni material celice in se izraža le omejeno časovno 
obdobje, saj se, navadno ob delitvi celic ali zaradi določenih okoljskih dejavnikov, začne 
izgubljati iz celice in zato v tem primeru govorimo o začasni ali prehodni transfekciji. 
Prvotni namen razvoja transfekcije je bil preučevanje funkcije genov oziroma genskih 
produktov. Primer uporabe pa je tudi genska terapija, pri kateri vnašamo heterologno DNA 
v celico z namenom ozdravljenja bolezni oziroma izboljšanja simptomov. Ravno tako 
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transfekcija omogoča pridobivanje induciranih pluripotentnih matičnih celic, pri čemer 
vnesejo od tri do štiri transkripcijske dejavnike, ki omogočajo povrnitev celic v 
pluripotentno stanje. Poleg tega se lahko vnaša v celice tudi male interfirajoče RNA 
molekule, s katerimi se lahko doseže utišanje izražanja tarčnega gena (Kim in Eberwine, 
2010; Nowakowski in sod., 2013). 
Razvile so se številne različne metode transfekcje, katerih uporaba se razlikuje glede na tip 
celic in končen cilj eksperimenta. Idealna metoda mora biti visoko učinkovita, nizko 
citotoksična, mora imeti minimalen vpliv na normalno fiziologijo in njena uporaba mora 
biti enostavna in široko uporabna. Metode transfekcije v grobem delimo v tri glavne 
skupine, in sicer v fizikalne, kemijske in biološke metode (Kim in Eberwine, 2010). 
2.4.1 Biološke metode 
2.4.1.1 Virusna transdukcija 
Najpogostejše uporabljena metoda v raziskavah je z virusi posredovana transfekcija, znana 
tudi pod imenom transdukcija. Uporaba virusnih vektorjev za dostavo genov temelji na 
njihovi naravni sposobnosti okužbe celic. Njihova uporaba je postala dokaj varno 
biomolekularno orodje s spremembo virusnega genoma in sicer z izbrisom nekaterih 
ključnih kodirajočih sekvenc, ki omogočajo replikacijo virusov v ciljnih celicah. Je visoko 
učinkovita metoda, s katero enostavno dosežemo stabilno izražanje transgena in vivo. Tuja 
DNA, ki se s pomočjo virusa vgradi v genom gostiteljske celice, se tako skupaj s celico 
replicira in prenaša na hčerinske celice (Kim in Eberwine, 2010). Med integrativne virusne 
vektorje, ki so jih do sedaj uporabili za transfekcijo MMC, vključujemo retroviruse 
(Kalimuthu in sod., 2017), lentiviruse (Zhao in sod., 2017), in adenoasociacijske viruse 
(Nakajima in sod., 2017). Med ne-integrativne viruse pa uvrščamo adenoviruse (Meng in 
sod., 2018). Kljub visoki uspešnosti metode pa ima le-ta kar nekaj negativnih lastnosti, ki 
vključujejo imunogenost in citotoksičnost. Vnos virusnega vektorja lahko povzroči vnetno 
reakcijo in tudi insercijsko mutacijo, saj se tuja DNA v gostiteljski genom vključi 
naključno. To lahko okvari tumor-supresorske gene, aktivira onkogene ali prekine 
izražanje esencialnih genov. Poleg tega je negativna stran uporabe virusnih vektorjev tudi 
ta, da je velikost genskega konstrukta, ki ga želimo spakirati v virusni vektor, omejena in 
dokaj majhna. Zaradi tega je razvoj šel v smeri iskanja drugih metod vnašanja tuje DNA v 
genom gostitelja, pa čeprav je virusna transdukcija visoko učinkovita in enostavna za 
uporabo (Kim in Eberwine, 2010; Nowakowski in sod., 2013). 
2.4.2 Kemijske metode 
Med kemijske metode transfekcije uvrščamo tehnike, ki z uporabo različnih kemičnih 
sredstev omogočajo transport DNA čez celično membrano. Med najpogosteje uporabljena 
kemična sredstva uvrščamo kalcijev fosfat, kationske lipide in kationske polimere oziroma 
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polikatione. Kemijske metode, oziroma natančneje metoda precipitacije s kalcijevim 
fosfatom, je bila ena izmed prvih metod transfekcije, ki se je uporabljala in imela 
zadovoljivo učinkovitost. Kalcijev fosfat tvori z DNA komplekse, ti pa se precipitirajo na 
površino celice in nato vstopijo v celico po principu fagocitoze. Metoda je poceni in 
enostavna, vendar je uspešnost transfekcije dokaj nizka. Podobna je pri uporabi kationskih 
polimerov, ki prav tako tvorijo komplekse z DNA, ki jih celice potem lahko sprejmejo. Ta 
metoda nam omogoča vnašanje v celice velike DNA konstrukte, vendar je v nekaterih 
primerih uspešnost dokaj majhna. Pri transfekciji z uporabo kationskih lipidov oziroma 
lipofekciji se vezikli kationskih lipidov vežejo na površino DNA molekule (Kaestner in 
sod., 2015; Kim in Eberwine, 2010; Nowakowski in sod., 2013). Kationski lipidi so po 
strukturi majhne amfifilne molekule, ki jih sestavlja pozitivno nabita polarna glava, 
povezovalna vez in hidrofobni rep. Pozitivno nabita glava vsebuje en ali več pozitivnih 
nabojev, kar omogoča vezavo z negativno nabitimi fosfatnimi skupinami nukleinskih kislin 
in tvorbo kompleksov, ki vsebujejo kondenzirane nukleinske kisline (Zhi in sod., 2018). 
Nastali pozitivno nabiti kompleksi se vežejo na negativno nabito površino celice in nato 
preidejo v njeno notranjost, najverjetneje po principu endocitoze. Natančni mehanizem 
vnosa DNA v celico s pomočjo kationskih lipidov še niso natančno znani, je pa znano, da 
vplivajo na povečano vezavo nukleinskih kislin na celično membrano, preprečujejo 
razgradnjo nukleinskih kislin v citoplazmi in olajšajo izhod iz endosomov (Wang in sod., 
2014). Med ne-virusnimi vektorji je uporaba kationskih lipidov pritegnila veliko pozornost, 
saj je njihova priprava enostavna, omogoča dobro ponovljivost, poleg tega pa so tudi 
biorazgradljivi (Zhi in sod., 2018). Na voljo so številni komercialni reagenti, ki omogočajo 
lipofekcijo. Med njimi je najbolj široko uporaben lipofektamin (angl. lipofectamine), ki ga 
proizvaja podjetje Invitrogen. Uporablja se za prenos tako DNA molekul kot tudi RNA v 
in vitro celičnih kulturah (Thermo Fisher Scientific, 2019). Metoda je hitra in enostavna, 
vendar v večini primerov neprimerna za uporabo pri primarnih celičnih kulturah (Kaestner 
in sod., 2015). Za transfekcijo MMC se med kemijskimi metodami najpogosteje 
uporabljata transfekcija z uporabo kationskih lipidov ali polimerov (Wang in sod., 2014). 
2.4.3 Fizikalne metode   
Med fizikalne metode transfekcije uvrščamo metode, ki omogočajo penetracijo celične 
membrane z uporabo fizikalne sile. Te metode so navadno visoko učinkovite in uporabne 
za različne vrste celic, vendar so tudi precej grobe, kar lahko pripelje do poškodbe celic in 
posledično do celične smrti. Najpogosteje uporabljene fizikalne metode so elektroporacija, 
mikroiniciranje, sonoporacija in biolistika. Pri metodi mikroiniciranja se s pomočjo 
uporabe mikroskopa in mikroiniciatorja preko tanke igle prebode celično membrano in 
vbrizga DNA v citoplazmo ali jedro celice. Ta metoda je tehnično zelo zahtevna in 
dolgotrajna, poleg tega pa lahko poškodba celice vodi v celično smrt. Pri biolistiki 
dostavne delce zlata konjugirajo z nukleinskimi kislinami in s temi delci s pomočjo genske 
pištole z visoko hitrostjo obstreljujemo celice oziroma tkivo. Ta metoda je enostavna in 
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zanesljiva, vendar je sama oprema draga, poleg tega pa sam postopek lahko poškoduje 
celice ali tkivo (Carter in Shieh, 2015; Kim in Eberwine, 2010; Nowakowski in sod., 2013; 
Wang in sod., 2014). 
2.4.3.1 Elektroporacija 
Med fizikalnimi metodami je najbolj široko uporabljena metoda elektroporacije, kjer z 
uporabo zunanjega pulzirajočega električnega polja, povečamo permeabilnost celične 
membrane. Natančen mehanizem delovanja še ni znan, ampak v teoriji velja, da kratki 
električni pulzi povzročijo preurejanje celične membrane, kar omogoča prehod molekul, ki 
sicer membrane ne prehajajo, kot so to na primer tudi nukleinske kisline. Uporaba 
elektroporacije za transfekcijo se je začela leta 1982 s temeljnim delom Neumanna in sod. 
(1982), ki so z uporabo pulzirajočega električnega polja uspeli začasno permeabilizirati 
celično membrano in s tem dosegli prenos tuje DNA v celico. Kasneje se je elektroporacija 
začela uporabljati tudi v klinične namene za dostavo kemoterapevtikov 
(elektrokemoterapija) in za dostavo genov (genski elektroprenos, angl. gene electrotransfer 
(GET)) (Du in sod., 2018; Yarmush in sod., 2014). Metoda GET je hitra in enostavna ter 
omogoča transfekcijo velikega števila celice, vendar je potrebna predhodna optimizacija 
pogojev elektroporacije (Carter in Shieh, 2015; Kim in Eberwine, 2010; Nowakowski in 
sod., 2013; Wang in sod., 2014). 
Genski elektroprenos ponekod poimenujejo tudi nukleofekcija. Metoda temelji na 
elektroporaciji in omogoča ob uporabi specifičnih pufrov in elektroporacijskih parametrov 
prenos plazmidne DNA ali siRNA molekul v jedro celice, kar vpliva na povečano 
uspešnost transfekcije, večjo preživelost celic in hitrejšo ekspresijo transgena (Flanagan in 
sod., 2011; Jacobsen in sod., 2006; Zaragosi in sod., 2006). S to metodo so uspešno 
transfecirali več različnih primarnih celičnih kultur, vključno z mišjimi limfociti T (Ali in 
sod., 2003), nevroni (Cesnulevicius in sod., 2006), keratinociti (Distler in sod., 2005), pa 
tudi človeške in mišje matične celice različnega izvora (Aluigi in sod., 2006; Siemen in 
sod., 2005; Zaragosi in sod., 2006).    
2.4.3.1.1 Aplikacija elektroporacije – genski elektroprenos  
Genski elektroprenos je biotehnološka metoda, ki omogoča vnos genskega materiala v 
celice in tkiva za namene genske terapije in DNA vakcinacije. Genska terapija temelji na 
vnašanju genskega materiala, predvsem DNA, v jedro celic z namenom, da se doseže 
terapevtski učinek. Ta metoda se lahko uporablja za dosego različnih ciljev, vključno s 1) 
popravilom okvarjenega gena z utišanjem ali z zagotavljanjem funkcionalne zamenjave, 2) 
uvedbo gena, ki kodira tuji terapevtski protein ali 3) uvedbo gena, katerega izražanje 
povzroči celično smrt (Rosazza in sod., 2016; Yarmush in sod., 2014). Prvič je bil GET pri 
živalih uporabljen na koži (Titomirov in sod., 1991), sledila so jetra, mišice in tumorsko 
tkivo. Učinkovitost transfekcije se precej razlikuje med različnimi tkivi. Pri terapijah raka 
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se je večina predkliničnih študij genskega elektroprenosa do sedaj osredotočale na 
vstavljanje imunomodulatornih genov, katerih produkti so IL-12, IL-2, IL-15 in GM-CSF. 
Nekatere študije so se osredotočile tudi na vstavljanje genov, ki vplivajo na ožiljenje 
tumorjev. Med te gene vključujemo gene za vazostatin, endostatin in vaskularni endotelni 
rastni faktor (angl. vascular endothelial growth factor (VEGF)) (Yarmush in sod., 2014). 
Tehnika GET se je izkazala za uporabno tudi v veterini pri zdravljenju tumorjev hišnih 
ljubljenčkov in konjev. Elektroporacija z genom za IL-12 se je izkazala kot uspešna 
terapija zdravljenja sarkoidov pri konjih kot tudi pri številnih pasjih primarnih tumorjih 
(Yarmush in sod., 2014; Pavlin in sod., 2012). Genski elektroprenos se uporablja tudi za 
transfekcijo celičnih linij. Na primer Lampreht in sod. (2015) so GET uporabili za 
transfekcijo pasje in človeške celične linije malignega melanoma s plazmidom, ki je nosil 
zapis za pasji IL-12. 
2.4.4 Mezenhimske matične celice in transfekcija  
Kot večino primarnih celičnih kultur, je tudi MMC dokaj težko transfecirati s 
konvencionalnimi tehnikami. Kot predhodno že omenjeno, so nekatere metode z virusi 
posredovane transdukcije zelo učinkovite, vendar protokoli zahtevajo obsežno 
optimizacijo, poleg tega pa je vprašljiva sama varnost klinične uporabe te metode (Helledie 
in sod., 2008). Relativno slaba aktivnost prenosa genov, vključno z nizko učinkovitostjo 
transfekcije in kratkim obdobjem ekspresije transgena, še vedno predstavlja problem za 
učinkovito uporabo ne-virusne dostave genov v matične celice (Nowakowski in sod., 2013; 
Wang in sod., 2014). Poleg tega sama tehnika vnosa tuje DNA v matične celice ne sme 
vplivat na kasnejšo proliferacijo in diferenciacijo celic (Helledie in sod., 2008). 
Učinkovitost transfekcije hMMC je zelo odvisna od vira celic. Pri kemijski metodi 
transfekcije MMC, ki so izvirale iz 30 darovalcev, so opazili, da se učinkovitosti 
transfekcije med temi vzorci razlikuje. Na učinkovitost nista vplivala starost ali spol 
darovalcev, ampak sama faza celičnega cikla v katerem so celice bile. Vzorci MMC z 
visokim deležem celic v S-fazi so pokazali visoko učinkovitost transfekcije, saj 
najverjetneje reorganizacija jedrne membrane med ali v bližini mitoze olajša vstop DNA v 
jedro. Podobno so opazili, da pogoji gojenja, ki zavirajo delitev MMC, zmanjšajo 
učinkovitost transfekcije. Poleg tega ima vpliv tudi vrsta organizma iz katerega MMC 
izvirajo. Na učinkovitost transfekcije vpliva tudi stanje celične kulture (gostota gojenja 
celic, pasaža in porazdelitev celic), lastnosti vnašajočih nukleinskih kislin, lastnosti 
podlage na kateri rastejo celice in drugi za metodo transfekcije specifični pogoji (Wang in 
sod., 2014). 
Uporaba kationskih lipidov za vnos tuje DNA se je izkazala kot visoko učinkovita metoda 
transfekcije številnih celičnih linij, vendar o uspešnosti transfekcije MMC ni veliko 
podatkov (Helledie in sod., 2008). Številne študije kažejo na to, da je tehnika 
elektroporacije boljša od večine postopkov lipotransfekcije in da je njena uspešnost 
primerljiva z virusno transdukcijo. Helledie in sod. (2008) so v svoji študiji preizkusili 
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številne komercialne reagente za lipofekcijo vključno z Lipofectamine2000 (Invitrogen), 
Fugene5 (Roche), Lipofectin (Invitrogen), Lipofectamine PLUS (Invitrogen) in Transfectin 
(BioRad), vendar niso dosegli visoke stopnje transfekcije hMMC. Poleg tega je metoda 
vplivala tudi na fenotip hMMC, saj so bile tretirane celice večje, večji delež jih je umrlo in 
imele so manjšo stopnjo proliferacije kot kontrolna skupina. Za razliko od lipotransfekcije, 
se je elektroporacija izkazala za visoko učinkovito metodo pri transfekciji hMMC (90% 
uspešnost), poleg tega pa so MMC ohranile vse svoje prvotne lastnosti (Helledie in sod., 
2008).   
V literaturi lahko najdemo številne postopke elektroporacije matičnih celic, med katerimi 
so le redki neodvisni od uporabe komercialnih generatorjev električnih pulzov 
(elektroporatorjev), ki pa delujejo po principu »črne škatle« in tako parametri 
elektroporacije niso poznani. V preglednici 1 so predstavljeni v literaturi najdeni parametri 
elektroporacije matičnih celic. 
Preglednica 1: Pogoji elektroporacije najdeni v literaturi za matične celice. 
 hMMC Podganje MMC hMMC hMMC hMC iz maščobe MMC 
Napetost 1500 V/cm 1500 – 1700 V/cm 3000 V/cm 990 V 1400 V 1200V 2,3 kV/cm 
Trajanje pulzov 100 µs 100 µs 100 µs 40 ms 10 ms 20 ms 1 ms 
Frekvenca 1 Hz 1 Hz - - - - 
Št. pulzov 8 8 1 1 3 2 - 
Razdalja med 
elektrodama 
1 mm - - - - 20 µm 
Elektro-
poracijski medij 
S-MEM 
(Invitrogen) 
40% H2O 
S-MEM 
(Invitrogen) 
Poracijski medij*1 
Hipo-
osmolarni 
pufer 
- - 
Poracijski 
medij*2 
Vrsta celic  
(vir) 
Kostni mozeg 
in maščobno 
tkivo 
Kostni mozeg Kostni mozeg Kostni mozeg Lipoaspirat 
Kostni mozeg 
(4. -6. pasaža 
celic) 
Koncentracija/ 
število celic 
5 × 105 
cel./elektrop. 
5 × 105 
cel./elektrop. 
1 × 106 
cel./elektrop. 
5 × 106 
cel./ml 
1 × 107 
cel./ml 
1 × 105 cel./ml 
Plazmid 
pCMV-GFP 
plazmid 
pDRIVE2-CMV 
plasmid 
(InvivoGen) 
pEGFP-
IRESneo 
EGFP EGFP 
pEGFP-C1 
plazmid 
Količina 
plazmida/ 
elektro-poracijo 
8–52 µg  
(20 µg/ µl) 
8 µg 10 µg 0,5 μg 0,5 μg 
končna konc. 
40 μg/mL 
Referenca 
Liew in sod., 
2013 
Ferreira in sod., 
2008 
Peister in 
sod., 2004 
Thermo 
Fisher 
Scientific, 
2018a 
Thermo Fisher 
Scientific, 2018b 
Deng in sod., 
2011 
*1 250 mM saharoza, 1 mM MgCl2,10 mM TrisHCl 
*2 280 mM manitol, 5 mM Na fosfat, 10 mM K fosfat, 1mM MgCl2, 10 mM HEPES (pH=7.4) 
 
2.4.5 Izzivi in varnost uporabe mezenhimskih matičnih celic v namene genske terapije 
Podobno obnašanje odraslih matičnih celic in možganskih tumorskih celic je povzročilo, 
da so nekateri raziskovalci domnevali, da so matične celice vzrok za razvoj raka. Več 
raziskav na to temo se je ukvarjalo s preučevanjem vključevanja različnih vrst matičnih 
17 
Pirih N. Priprava pasjih matičnih celic kot dostavni sistem interlevkina 12 za zdravljenje tumorjev.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019  
 
celic v razvoj levkemije, raka dojke, možganskih tumorjev, pa tudi drugih vrst raka 
(Brower, 2005). Zaradi etične spornosti izolacije in visokega in vivo malignega potenciala, 
hEMC in iPMC niso tako primerne za uporabo v klinične namene kot avtologne in alogene 
MMC, zato razvoj novih oblik terapije poteka predvsem na osnovi uporabe gensko 
modificiranih MMC različnega izvora (Obrez in sod., 2013). Zaradi hipoimunogenih 
lastnosti MMC se izraženost transgena v gensko spremenjenih MMC lahko ohranja do šest 
mesecev (Jeong in sod., 2015; Seo in sod., 2011). V nedavnih študijah na živalskih 
modelih in človeških tumorjih so predlagali, da nativne MMC v tumorjih povečajo 
angiogenezo in rast tumorjev, kar vodi do metastaziranja tumorskih celic (Motegi in 
Ishikawa, 2017). Vendar v večini študij na živalih, v katerih so uporabljali gensko 
spremenjene MMC za zdravljenje raka, niso pokazali terapevtsko škodljivih učinkov 
(Momin in sod., 2010). Z uporabo avtolognih MMC se pri transplantaciji izognemo 
imunski zavrnitvi, poleg tega pa za razliko od uporabe EMC tudi možnosti de novo 
nastanka tumorjev. Za uspešno klinično uporabo MMC, jih je potrebno naprej namnožiti in 
vitro. Nedavne študije so dokazale, da med pomnoževanjem MMC in vitro ne pride do 
maligne preobrazbe. Nativne normalne MMC bi zato lahko, za razliko od nesmrtnih 
klonov, uporabljali brez tveganja za bolnika, vendar je varnost klinične uporabe potrebno 
potrditi tudi z uporabo MMC v in vivo mikrookolju tumorja, kjer pa še ni izključena fuzija 
tumorske celice in MMC ter njihova transdiferenciacija, ki bi lahko privedla do nastanka 
tumorskih matičnih celic in ponovnega razvoja tumorja (Mohr in Zwacka, 2018; Obrez in 
sod., 2013).   
2.5 IMUNOTERAPIJA RAKA IN UPORABA MEZENHIMSKIH MATIČNIH CELIC, 
KI IZRAŽAJO IL-12  
Zaradi sposobnost migracije MMC v tumorsko tkivo, so MMC idealni vektorji za prenos 
protitumorskih sredstev v tumorje. Mezenhimske matične celice so tako že uspešno gensko 
spremenili, da izražajo anti-proliferativna, pro-apoptotična in anti-angiogena sredstva, ki 
specifično delujejo na različne vrste raka (Flanagan in sod., 2011; Shah, 2012). Ravno tako 
so v številnih študijah dokazali, da ima uporaba ex vivo transfeciranih MMC za namen 
dostavnega sistema prednosti pred virusnimi vektorji, saj ne izzovejo močnega imunskega 
odziva proti vektorju, poleg tega pa je prenos bolj učinkovit kot pri uporabi gole plazmidne 
DNA (Seo in sod., 2011). Trenutno potekajo tri klinične študije, ki preučujejo gensko 
spremenjene MMC za zdravljenje rakavih obolenj. V prvi študiji so preiskovali uporabo 
MMC, ki imajo vstavljen HSV-TK (angl. herpes simplex virus-thymidine kinase) 
ekspresijski konstrukt pod nadzorom promotorja CCL5, za zdravljenje gastrointestinalnih 
tumorjev in pred kratkim so oznanili uspešen zaključek I. in II. faze študije (von Einem in 
sod., 2017). V drugih dveh kliničnih študijah preverjajo uporabo MMC, ki izražajo 
citokine kot sta IFN-β za zdravljenje raka jajčnikov (NLM, 2019a) in TRAIL (angl. TNF-
related apoptosis-inducing ligand) za zdravljenje pljučnega raka (NLM, 2019b; Mohr in 
Zwacka, 2018). Poleg tega so še v številnih eksperimentalnih študijah raziskovali uporabo 
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MMC za namene zdravljenja tumorskih obolenj, med katerimi je kar nekaj takih, kjer so 
preučevali vplive gensko spremenjenih MMC, ki izražajo IL-12 (MMC(IL-12)). Za 
nevralne matične celice (NMC), ki izražajo IL-12, so dokazali, da imajo sposobnost 
sledenja migrirajočim celicam glioma znotraj možganov miši, poleg tega imajo podaljšano 
življenjsko dobo, kar se kaže na daljšem protitumorskem delovanju. Nadalje so opazili tudi 
povečano intratumorsko infiltracijo CD4+ in CD8+ limfocitov T (Ehtesham  in sod., 
2002). Yang in sod. (2004) so v in vivo študiji na podganah dokazali, da imajo gensko 
spremenjene NMC, ki izražajo IL-12, močan protitumorski vpliv in bi lahko služile kot 
vektorji pri genetskih pristopih zdravljenja tumorja možganov. Humane MMC(IL-12), 
stabilno transducirane z retrovirusnim vektorjem, so opazno zmanjšale formacijo metastaz 
B16F10 celic melanoma v pljučih miši. Aktivnost celic MMC(IL-12) je bila odvisna od 
prisotnosti celic NK v tem eksperimentalnem okolju. Nadalje, MMC(IL-12) so povzročile 
izrazito upočasnjeno rast tumorja in vplivale na podaljšano preživetja ob injiciranju v 
podkožni melanom. Terapevtski učinek MMC(IL-12) je bil deloma posredovan s CD8+ 
limfociti T, medtem ko so imele celice NK in CD4+ limfociti T manjšo vlogo (Elzaouk in 
sod., 2006). Poleg tega so dokazali, da so MMC(IL-12) injicirane sistemsko v repno veno 
miši z razvitim modelom karcinoma ledvičnih celic, vplivale na zmanjšano rast rakavih 
celic in znatno povečale preživetje miši (Gao in sod., 2010). Seo in sod. (2011) so v svoji 
študiji raziskovali vpliv različnih poti injiciranja MMC(IL-12) na njihovo protitumosko 
delovanje. V študiji Han in sod. (2014) so za MMC(IL-12), genetsko modificirane z 
lentivirusom, dokazali, da zavirajo rast malignega ascitesa in povečujejo preživetje miši, ki 
imajo tumor. Rezultati so pokazali, da je bil IL-12 visoko izražen v ascitesu miši, poleg 
tega pa je imel močan kemotaktični učinek na dendritične celice. MMC(IL-12) so vplivale 
na zmanjšanje volumna ascitesa in števila eritrocitov v ascitesu ter tako povečali stopnjo 
preživetja. Poleg tega MMC(IL-12) niso pokazale toksičnosti in stranskih učinkov na miši 
(Han in sod., 2014). Hu in sod. (2014) so z ne-virusnim pristopom transfekcije pridobili 
podganje MSC(IL-12) in jih uporabili v in vivo študiji na miših za zdravljenje B16F10 
metastatskega tumorja in subkutanega B16BL6 tumorja. Pri metastaznem tumorju B16F10 
je zdravljenje z MSC(IL-12) bistveno zmanjšalo pljučne metastaze in pri subkutanem 
tumorju B16BL6 je intratumorsko injiciranje MSC(IL-12) znatno zaviralo rast tumorja .V 
študiji Jeong in sod. (2015) so dokazali, da kombinacija zdravljenja s sevanjem in 
MMC(IL-12) izboljša protitumorske učinke na mišji metastatski rak jeter. Zdravljenje z 
MMC(IL-12) je povzročilo povečano ekspresijo IL-12 v tumorskih celicah in proliferacijo 
imunskih celic. Li in sod. (2015) so dokazali, da MMC(IL-12) in vitro lahko migrirajo k in 
parakrino vplivajo na tumorske celice pljučnega adenokarcinoma. Poleg tega obstaja tudi 
cepivo z MMC(IL-12), poznano pod imenom GX-051, ki naj bi služilo za intratumorsko 
aplikacijo pri bolnikih z napredovano obliko raka glave in vratu. Varnost in učinkovitost 
cepiva, sta bila dokazana v klinični študiji, sponzorirani s strani podjetja Genxine, Inc. 
(NIH, 2019c).   
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3  MATERIAL IN METODE 
Raziskovalno delo smo opravili v laboratoriju Inštituta za predklinične vede na 
Veterinarski fakulteti, Univerza v Ljubljani in v laboratoriju Oddelka za eksperimentalno 
onkologijo, Onkološki inštitut Ljubljana.   
3.1 MATERIAL  
3.1.1 Celice 
V poskusih smo uporabili pasje mezenhimske matične celice predhodno izolirane iz 
subkutanega maščobnega tkiva in shranjene na –80 °C. Celice so bile pridobljene tekom 
zbiranja vzorcev za raziskavo lastnosti pasjih MMC. Pripadale so psom različnih pasem, 
starosti in spola.  
Poleg tega smo v namene elektroporacije izolirali tudi sveže pasje mezenhimske matične 
celice iz maščobnega tkiva, ki je bilo odvzeto pri kirurškem posegu odstranitve tumorja 
psice stare 8 let na Kliniki za male živali Ljubljana.   
3.1.2 Gojišča in pufri  
3.1.2.1 Bakterijsko gojišče 
Za gojenje transformiranih sevov Escherichia coli JM107 (Thermo Scientific Molecular 
Biology, Vilnus, Lithuania) smo uporabili Luria Bertani (LB) agarsko in tekoče gojišče.  
Preglednica 2: Sestava LB tekočega in agarskega gojišča. 
LB tekoče gojišče LB agarsko gojišče 
Tripton 10 g/L Tripton 10 g/L 
NaCl 10 g/L NaCl 10 g/L 
Ekstrakt kvasa 5 g/L Ekstrakt kvasa 5 g/L 
 Agar 15 g/L 
 
LB agarskemu gojišču za gojenje seva transformiranega s plazmidom pEGFP N1 smo 
dodali selekcijski antibiotik kanamicin (končna koncentracija 50 µg/ml), za gojenje seva 
transformiranega s plazmidom pcDNA3.1zeo+sccaIL12 pa ampicilin (končna 
koncentracija 100 µg/ml).  
3.1.2.2 Gojišče za gojenje pasjih MMC 
Za gojenje pasjih mezenhimskih matičnih celic smo uporabljali posebno gojišče podjetja 
Animacel. 
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3.1.2.3 Elektroporacijski pufer 
V elektroporacijskem pufru (El. pufer) smo resuspendirali celice, ki smo jih nato 
elektroporirali.  
Preglednica 3: Sestava elektroporacijskega pufra. 
 Koncentracija 
Saharoza 125 mmol/L 
K2HPO4 10 nmol/L 
KH2PO4 2,5 mmol/L 
MgCl2 x 6 H2O 2 mmol/L 
3.1.2.4  Tris-acetatni pufer (TAE pufer) za elektroforezo  
Preglednica 4: Sestava TAE pufra. 
 Količina 
Tris baza 242 g 
Glacial ocetna kislina 57,1 ml 
EDTA (0,5 M, pH 8,0) 100 ml  
Redestilirana voda 1000 ml 
3.1.3 1 % agarozni gel  
Za izvedbo elektroforeze smo uporabili 1 % agarozni gel.  
Preglednica 5: Sestava 1 % agaroznega gela. 
 Količina 
Agaroza 0,4 g 
TAE pufer  40 ml 
Sybr safe 5 µl 
3.1.4 Plazmidi 
V magistrski nalogi smo uporabili za transfekcijo pasjih MMC plazmid 
pcDNA3.1zeo+sccaIL12. Pogoje elektroporacije in lipofekcije smo zaradi lažje detekcije 
optimizirali z uporabo plazmida pEGFP N1. Osnovne lastnosti plazmidov so predstavljene 
v preglednici 6 in njuni karti prikazani na sliki 1.  
  
Preglednica 6: Osnovne lastnosti plazmidov pEGFP N1 in pcDNA3.1zeo+sccaIL12. 
 pEGFP N1 pcDNA3.1zeo+sccaIL12 
Velikost 4733 bp 6550 bp 
Promotor CMV CMV 
Bakterijska rezistenca Kanamicin Ampicilin 
Selekcijski marker Neomicin Zeocin 
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Slika 1: Na sliki sta prikazani karti plazmidov A) pEGFP N1 in B) pcDNA3.1zeo+sccaIL12 z 
označenimi restrikcijskimi mesti encima NcoI. 
3.1.5 Začetni oligonukleotidi uporabljeni pri kvantitativnem PCR v realnem času 
Za detekcijo izražanja caIL-12 na nivoju mRNA smo pri izvajanju qPCR uporabili 
predhodno oblikovan in preizkušen par začetnih oligonukleotidov in sicer smiselni začetni 
oligonukleotid (angl. forward primer) 5' CAG GCC CTG AAT TTC AAC AG 3' in 
protismiselni končni oligonukleotid (angl. reverse primer) 5' GCA TGA AGA AGT ATG 
CAG AGC 3'.   
Kot referenčni gen smo uporabili gen za hipoksantin-gvanin fosforibosiltransferazo (angl. 
hypoxanthine–guanine phosphoribosyltransferase (HPRT)) in za detekcijo njegovega 
izražanja uporabili smiselni začetni oligonulkeotid 5' TTG TTG TAG GAT ATG CCC 
TTG AC 3' in protismiselni končni oligonukleotid 5' TTC CAA ACT CAA CTT GAA 
CTC TCA 3'.  
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3.1.6 Kemikalije in reagenti 
Preglednica 7: Seznam kemikalij, reagentov in kompletov, ki smo jih uporabili pri raziskovalnem delu. 
Kemikalija Proizvajalec Kataloška številka  
EndoFree® Plasmid Mega Purification Kit 
(QIAGEN) 
Qiagen 12381 
Tripton  Sigma-Aldrich T7293 
NaCl  Sigma-Aldrich S9888 
Ekstrakt kvasa  Sigma-Aldrich Y1625 
Agar  Sigma-Aldrich A5306 
Restrikcijski encim NcoI Thermo Fisher Scientific FD0573 
Saharoza Sigma-Aldrich S9378 
K2HPO4 Sigma-Aldrich P3786 
KH2PO4 Sigma-Aldrich P5655 
MgCl2 × 6 H2O Sigma-Aldrich M2670 
Tris baza Sigma-Aldrich T1503 
Glacial ocetna kislina Sigma-Aldrich A6283 
EDTA  Sigma-Aldrich E6758 
Agaroza Sigma-Aldrich A9539 
SYBR safe  Thermo Fisher Scientific S33102 
Nanašalni pufer za gelsko elektroforezo New England Biolabs, Inc B7024S 
Fosfatni pufer - Dulbecco's Phosphate-Buffered 
Saline (DPBS) 
Gibco™, Thermo Fisher 14040-091 
Tripsin TrypLE™ Express Gibco™, Thermo Fisher 12604013 
Kolagenaza tip II MP Biomedicals 100502 
Tripansko modirlo Sigma-Aldrich T6146 
Lipofectamine™ LTX reagent with PLUS™ reagent Invitrogen™ 15338100 
Opti-MEM medij Gibco™, Thermo Fisher 31985070 
Selekcijski antibiotik Zeocin™ InvivoGen ant-zn-05 
Barvilo kristal vijolično z metanolom Sigma-Aldrich C0775 
RNaseZAP Sigma-Aldrich R2020 
Dietil pirokarbonat (DEPC) Sigma-Aldrich D5758-25ML 
Absolutni etanol EMPLURA® 8187601000 
Trizol Invitrogen™ 15596018 
Kloroform Merck 1024451000 
Izopropanol Honeywell 33539-1L 
High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit 
with RNase Inhibitor, 200 reactions 
Applied Biosystems™, Thermo 
Fisher 
4374966 
PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix Applied Biosystems™, Thermo 
Fisher 
A25779 
 
23 
Pirih N. Priprava pasjih matičnih celic kot dostavni sistem interlevkina 12 za zdravljenje tumorjev.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019  
 
3.1.7 Material 
Preglednica 8: Seznam laboratorijskega materiala, ki smo ga uporabili pri raziskovalnem delu. 
Laboratorijski material  Proizvajalec Kataloška številka  
Centrifugirke (15 ml)  TPP, Trasadingen, Švica  
Centrifugirke (50 ml) Avantor VWR, Pensilvanija, ZDA 10026-078 
Mikrocentrifugirke (1,5 ml) Brand, Wertheim, Nemčija 780400 
PCR tubice Brand, Wertheim, Nemčija 781305 
Gojitvene plošče s 6 luknjicami TPP, Trasadingen, Švica 92006 
Gojitvene plošče z 12 luknjicami TPP, Trasadingen, Švica 92012 
Gojitvene plošče s 24 luknjicami  TPP, Trasadingen, Švica 92024 
Gojitvene posodice, 25 cm
2
 TPP, Trasadingen, Švica 90026 
Gojitvene posodice 75 cm
2
 TPP, Trasadingen, Švica 90076 
Petrijevke 6 cm
2
 Avantor VWR, Pensilvanija, ZDA 25384-092 
Krioviale TPP, Trasadingen, Švica 89020 
Serološke pipete 5ml TPP, Trasadingen, Švica 94005 
Serološke pipete 10 ml TPP, Trasadingen, Švica 94010 
Serološke pipete 25 ml TPP, Trasadingen, Švica 94024 
Serološke pipete 50 ml TPP, Trasadingen, Švica 94550 
Posode za pripravo gojišča in 
vakuumsko filtriranje 250 ml 
TPP, Trasadingen, Švica 99250 
Pipetni nastavki Brand, Wertheim, Nemčija 732002, 732008, 
732012 
Sterilni filterni nastavek za siringo 
Minisart® NML 
Sartorius, Goettingen, Nemčija 16534-K 
Siringa 20 mL Becton Dickinson, New Jersey, 
ZDA 
300613 
Igla Becton Dickinson, New Jersey, 
ZDA 
304432 
Rezilo za skalpel B. Braun, Melsungen, Nemčija BB511 
Sterilna gaza   
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3.1.8 Laboratorijska oprema  
Preglednica 9: Seznam laboratorijske opreme, ki smo jo uporabili pri raziskovalnem delu. 
Oprema  Proizvajalec  
Avtomatska pipeta (pipetboy), model accu-jet pro BrandTech, Connecticut, ZDA 
Ročna pipeta 0,1 -3 µl, model Proline Plus  Sartorius, Goettingen, Nemčija   
Ročna pipeta 0,5 -10 µl, model Proline Plus  Sartorius, Goettingen, Nemčija   
Ročna pipeta 20 - 200 µl, model Proline Plus  Sartorius, Goettingen, Nemčija   
Ročna pipeta 100 – 1000 µl, model Proline Plus  Sartorius, Goettingen, Nemčija   
Skalpel Aesculap, Tuttlingen, Nemčija 
Pinceta Aesculap, Tuttlingen, Nemčija 
Brezprašna komora, model SMBC 122A Iskra PIO, Šentjernej, Slovenija 
Brezprašna komora, model SMBC 183 Iskra PIO, Šentjernej, Slovenija 
Brezprašna komora, model SCH 122 Iskra PIO, Šentjernej, Slovenija 
Vodna kopel, model GFL-1083 GFL Gesellschaft für Labortechnik mbH, 
Burgwedel, Nemčija  
Centrifuga, model 6K15 Sigma Laborzentrifugen GmbH, Osterode am 
Harz, Nemčija  
Centrifuga, model Heraeus Fresco 21 Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, ZDA 
Centrifuga, model Heraeus Multifuge 1S-R Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, ZDA 
Inkubator  (bakterije) Binder, Tuttlingen, Nemčija  
Spektrofotometer, model Epoch™ Microplate 
Spectrophotometer 
BioTek, Vermont, ZDA 
Elektroforeza, model Owl™ EasyCast™ B1A Mini 
Gel Electrophoresis Systems 
Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, ZDA 
Kamera za slikanje agaroznega gela po elektroforezi, 
model E-box  
Vilber Lourmat, Collégien, Francija  
Koncentrator, model Concentrator plus Eppendorf, Hamburg, Nemčija 
Škatla za zamrzovanje "Mr. Frosty", model CoolCell® 
LX 
BioCision, Kalifornija, ZDA 
Zamrzovalna skrinja -80°C  
Zamrzovalna skrinja -20°C, model MPR-214F SANYO Electric Co., Ltd., Osaka, Japonska 
Hladilnik 4°C, model MPR-214F SANYO Electric Co., Ltd., Osaka, Japonska 
Hladilnik 4°C  Liebherr, Kirchdorf, Nemčija 
Termo stresalnik, model Thermal Shake lite Avantor VWR, Pensilvanija, ZDA 
Inkubator, model MCO-175M  SANYO Electric Co., Ltd., Osaka, Japonska  
Inkubator, model Kambič, Semič, Slovenija  
Lupa za štetje kolonij  WTW, Weilheim, Nemčija 
Invertni mikroskop, model primovert  ZEISS, Oberkochen, Nemčija 
Invertni mikroskop, mode Eclipse TS100 Nikon, Tokyo, Japan 
Bürker-Türk števna komora Fein-Optik Jena, Nemčija  
Celični števec, Corning® Cell Counter Corning, New York, ZDA 
Generator električnih pulzov Fakulteta za elektrotehniko, Univerza v 
Ljubljani, Ljubljana, Slovenija  
Invertni fluorescenčni mikroskop, model IX-70  Olympus, Hamburg, Nemčija 
Fluorescenčni mikroskop, model Eclipse 80i  Nikon, Tokio, Japonska  
Vibracijski mešalnik, model Top-mix 94500 Bioblock Scientific, Strasbourg, Francija  
Mikrocentrifuga  Avantor VWR, Pensilvanija, ZDA 
Spektrofotometer, model  NanoDrop Lite  Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, ZDA 
Termoblok (PCR naprava), model  2720 Thermal 
cycler 
Applied Biosystems, Kalifornija, ZDA 
Naprava za kvantitativni PCR v realnem času, model 
LightCycler® 96 
Roche, Basel, Švica 
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3.2 METODE 
V sklopu magistrskega dela smo sledili korakom prikazani na poenostavljeni shemi (Slika 
2). 
 
Slika 2: Poenostavljen shematski prikaz poteka laboratorijskega dela od izolacije primarne kulture 
oziroma odmrznitve celic do detekcije transfeciranih celic oziroma izražanja transgena caIL-12. 
3.2.1 Pridobivanje plazmidne DNA 
Izolacija plazmida pEGFP N1 velikosti 4733 bp in plazmida pcDNA3.1zeo+sccaIL12 
velikosti 6550 bp smo izvedli z uporabo kompleta EndoFree® Plasmid Mega Purification 
Kit (QIAGEN). Vsakega izmed plazmidov smo izolirali iz predhodno transformiranih 
sevov Escherichia coli JM107 (Thermo Scientific Molecular Biology, Vilnus, Lithuania). 
Seva smo odmrznili, nacepili na LB agarsko gojišče kateremu smo za gojenje seva 
transformiranega s plazmidom pEGFP N1 dodali selekcijski antibiotik kanamicin (končna 
koncentracija 50 µg/ml), za gojenje seva transformiranega s plazmidom 
pcDNA3.1zeo+sccaIL12 pa ampicilin (končna koncentracija 100 µg/ml). Agarske plošče 
smo preko noči inkubirali na temperaturi 37 °C, da so se formirale kolonije. Nato smo 
pripravili preinokulum s prenosom ene kolonije v tekoče gojišče LB ter inkubirali 8 h pri 
pogojih 37 °C. Sledila je inokulacija gojišča LB in gojenje bakterij preko noči (16 h) na 37 
°C. Sledila je izolacija plazmidne DNA z uporabo EndoFree® Plasmid Mega Kit 
(QIAGEN). Z uporabo spektrofotometra BioTek Epoch smo izmerili čistost in 
koncentracijo izolirane plazmidne DNA in nato končno koncentracijo uravnali na 1 µg/µl. 
Izolirana plazmida sta bila raztopljena v vodi brez endotoksinov (angl. endotoxin-free 
water, del kompleta EndoFree® Plasmid Mega Purification Kit (QIAGEN)) in shranjena 
do uporabe v zamrzovalni skrinji na -20 °C.   
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3.2.1.1 Preverjanje identitete izoliranih plazmidov 
Identiteto izoliranih plazmidov smo preverili z restrikcijo analizo. Da smo lahko identiteto 
obeh plazmidov preverili z uporabo enega samega restrikcijskega encima, smo najprej s 
pomočjo programa SnapGene izbrali restrikcijski encim, ki ima prepoznavna mesta tako na 
plazmdu pEGFP N1 kot tudi na plazmidu pcDNA3.1zeo+sccaIL12, poleg tega pa so se 
morali produkti restrikcije razlikovati v dolžini. Izvedli smo simulacijo elektroforeze in 
silico, ki nam je kasneje služila za lažjo interpretacijo dobljenih rezultatov po izvedeni 
elektroforezi. Restrikcijski encim, ki smo ga uporabili v našem primeru, je bil NcoI. 
Pripravili smo restrikcijsko mešanico, ki je vključevala 1 µl  restrikcijskega encima NcoI 
(Thermo Fisher Scientific), 2 µl 10-kratnega pufra (FastDiagest Green buffer, Thermo 
Fisher Scientific) in 16,5 µl nukleaza proste vode. V to mešanico smo nato dodali 0,5 µl 
plazmidne DNA (koncentracija 1 µg/µl) in dobro premešali. Mešanico smo nato inkubirali 
15 minut na 37 °C. Med inkubacijo smo pripravili 1 % agarozni gel v katerega smo dodali 
SYBR safe. Po končani inkubaciji restrikcijske mešanice smo vzorce zmešali z 4 µl 
nanašalnega pufra in jih nanesli na agarozni gel. Elektroforeza je nato potekala 35 min pri 
napetosti 100 V. Gel smo nato slikali pod UV svetlobo z uporabo kamere E-box.  
3.2.1.2 Koncentriranje raztopine plazmidne DNA 
Začetno raztopino plazmidne DNA, ki je imela koncentracijo 1 µg/µl, smo z uporabo 
koncentratorja Eppendorf Concentrator plus skoncentrirali na koncentracijo 5 µg/µl. Ker je 
koncentracija 5 µg/µl že izven linearnega območja spektrofotometrične meritve 
koncentracije DNA, smo izračunali končni volumen, ki smo ga morali doseči, da smo 
dobili želeno koncentracijo. Na mikrocentrifugirki z raztopino plazmidne DNA smo 
označili volumen do katerega smo morali koncentrirati. Sam postopek je trajal približno 90 
minut pri 45 °C. Med postopkom smo večkrat preverili, če je nivo raztopine že dosegel 
želeni volumen.  
3.2.2 Priprava pasjih mezenhimskih matičnih celic  
3.2.2.1 Postopek odtajevanja shranjenih pasjih mezenhimskih matičnih celic in njihova 
pomnožitev 
Vzorci celic so bili shranjeni na -80 °C v gojišču za zamrzovanje. Vzorce smo najprej 
odtalili in jih nato prenesli iz kriovial v mikrocentrifugirke. Suspenzijo celic smo 
centrifugirali na obratih 1600 RPM, 4 minute pri 4 °C in nato odstranili supernatant. Pelet 
smo nato resuspendirali v 1 ml rastnega medija Animacel. Navadno smo celice iz ene 
krioviale nasadili na dve gojitveni posodici 75 cm
2
. V gojitvene posodice smo najprej dali 
rastni medij v katerega smo nato prenesli suspenzijo odmrznjenih celic. Celice smo nato 
dali v inkubator na 37 °C, 5 % CO2. Ves postopek smo izvajali sterilno v brezprašni 
komori z laminarnim pretokom zraka.  
27 
Pirih N. Priprava pasjih matičnih celic kot dostavni sistem interlevkina 12 za zdravljenje tumorjev.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019  
 
3.2.2.2 Izolacija pasjih matičnih celic iz maščobnega tkiva  
Pri izolaciji matičnih celic iz maščobnega tkiva smo uporabili klasično tehniko osamitve 
celic, ki temelji na adherentnem potencialu MMC na plastiko po 24 urah. Tkivo, ki smo ga 
prejeli, se je nahajalo v transportnem mediju Animacel in je bilo do obdelave shranjeno na 
hladnem na 4 °C. Obdelavo tkiva smo izvajali v laminariju. Najprej smo tkivo trikrat 
spirali s fosfatnim pufrom DPBS, da smo odstranili vse ostanke krvi in transportnega 
medija. Maščobo smo nato z uporabo skalpela razrezali na čim manjše koščke, približne 
velikosti 1-2 mm. Razrezano tkivo smo nato prenesli v mikrocentrifugirke v katerih se je 
že nahajal 1 ml Animacel gojišča za razgradnjo. V vsako mikrocentrifugirko smo dodali 
toliko razrezanega tkiva, da je bila prekrita gladina medija. Nato smo v vsako 
mikrocentrfugirko dodali po 150 µl suspenzije encima kolagenaza tipa II (koncentracija 1 
mg/ml) in nastalo mešanico ročno premešali. Kolagenaza tipa II je encim, ki ima 
sposobnost cepitve nativnih kolagenskih fibril, ki se nahajajo v vezivnem tkivu in tako 
omogočajo disociacijo tkiva. Mikrocentrifugirke smo nato postavili na stresalnik, kjer so se 
preko noči stresale pri pogojih 37 °C, 400 RPM. Naslednji dan smo mikrocentrifugirke z 
razgrajenim tkivom najprej centrifugirali 4 minute, pri obratih 1600 RPM in temperaturi 4 
°C. Po centrifugiranju smo s pomočjo pipete odstranili odvečno maščobo, ki se je nahajala 
na vrhu in tudi čim več medija za razgradnjo. Pelet smo resuspendirali v predhodno 
ogretem rastnem mediju Animacel in celice nasadili na ploščo s šestimi luknjicami in jih 
nato postavili v inkubator na 37 °C, 5 % CO2. Naslednji dan smo celice spirali s DPBS, da 
smo odstranili vse ostanke ne-razgrajene maščobe in eritrocite, ki nimajo sposobnosti 
adherence na površino gojitvene plošče ter v luknjice dodali svež predhodno ogret rastni 
medij. Ko so celice v luknjicah dosegle 80 – 100 % konfluentnost, smo celice iz šestih 
luknjic presadili v štiri gojitvene posodice 75 cm2.  
3.2.2.3 Presajanje in vzdrževanje celične kulture  
Rast celic smo spremljali vsak dan pod invertnim svetlobnim mikroskopom. Ko so celice v 
gojitvenih posodicah dosegle 80 % konfluentno stanje, smo celice presadili v nove 
gojitvene posodice. Celicam smo odstranili izrabljeno gojišče, nato dvakrat spirali s 
predhodno ogretim fosfatnim pufrom DPBS, da smo odstranili sledi fetalnega govejega 
seruma (angl. fetal bovine serum (FBS)), ki je prisoten v rastnem mediju in zavira 
delovanje tripsina (količina dodanega DPBS je odvisna od velikosti gojitvene posodice). 
Nato smo nadaljevali s tripsinizacijo. Encim tripsin razgrajuje peptidne vezi med proteini, 
ki pritrjujejo celice na dno gojitvene posodice. Uporabljali smo tripsin TrypLE™ Express 
in dodali glede na velikost gojitvene posodice ustrezni volumen tripsina. Na primer za 
gojitvene posodice 25 cm
2
 smo uporabili 1 ml tripsina, za posodice 75 cm
2
 2 ml tripisina in 
300 µl za eno luknjico v plošči s 6 luknjicami. Po dodanem tripsinu smo gojitveno 
posodico čim prej prenesli v inkubator na 37 °C kjer smo jo pustili 5 minut. Po inkubaciji  
smo gojitveno posodico močno udarili ob površino laminarja, da so se odlepile vse celice. 
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Uspešnost odlepljanja celic smo preverili pod invertnim mikroskopom. Ko so se celice 
odlepile od dna in postale okrogle, smo tripsinu dodali dvakratni volumen ogretega gojišča 
s serumom, da smo preprečili nadaljnje delovanje tripsina. Nastalo suspenzijo celic smo 
glede na naslednji korak s pipeto prenesli ali v centrifugirko ali del prenesli v novo 
gojitveno posodico. Pri presajanju celic v nove gojitvene posodice smo se navadno držali 
pravila, da smo celice nasadili v gostoti 10 000 celic na cm
2
.  
Gojišče smo menjali trikrat tedensko. S pipeto smo odstranili izrabljeno gojišče in nato 
glede na velikost gojitvene posodice dodali svežega. V gojitvene posodice 25 cm2 smo 
dodali 3 ml svežega gojišča, v gojitvene posodice 75 cm2 smo dodali 7  ml svežega gojišča 
in na luknjico v plošči s 6 luknjicami po 1 ml gojišča.  
3.2.2.4 Določanje števila celic z Bürker-Türk-ovo števno komoro  
Za določitev števila celic smo uporabili števno komoro, ki omogoča določanje števila 
delcev na enoto prostornine tekočine. V našem primeru smo uporabljali Bürker-Türk-ovo 
števno komoro. Pri Bürker-Türk-ovi števni komori gre za kombinacijo Bürker in Thoma 
števne komore. Globina komore je 0,1 mm. Mrežo sestavlja 9 velikih kvadratov, vsak 
obsega površino 1 mm2. Veliki kvadrati so razdeljeni na 16 manjših kvadratov, ki imajo 
0,2 mm dolge stranice. V osrednjem kvadratu je vsak manjši kvadratek razdeljen še na 16 
dodatnih kvadratkov s stranicami 0,05 mm.  
 
Slika 3: Prikaz mreže Bürker-Türk-ove števne komore s podanimi dimenzijami (VitaScientific, 2014). 
Z metodo barvanja celične kulture s tripan modrim nam je omogočeno ločevanje in štetje 
živih in mrtvih celic. Tripansko modrilo je vitalno barvilo, ki ne more vstopiti v žive, 
nepoškodovane celice, lahko pa po izgubi membranske integritete prosto vstopi preko 
membrane in obarva znotrajcelično vsebino mrtvih celic. Ta metoda nam omogoča 
določanje viabilnosti celic, katero se izračuna po formuli:  
𝑉𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑛𝑜𝑠𝑡(%) =
š𝑡𝑒𝑣𝑖𝑙𝑜 ž𝑖𝑣𝑖ℎ 𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐
š𝑡𝑒𝑣𝑖𝑙𝑜 𝑣𝑠𝑒ℎ 𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐
× 100                                                             … (1) 
Števno komoro smo pred uporabo očistili s 70 % etanolom in nato narahlo navlažili z 
destilirano vodo brušene dele števne komore in namestili krovno steklo. Pri pravilno 
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nameščenemu krovnemu steklu se na obeh robovih komorice pokažejo mavrični 
Newtonovi krogi, kar zagotavlja pravilno globino števne komore. Vzorec, ki smo mu želeli 
določit koncentracijo celic, smo v razmerju 1:1 zmešali s tripanskim modrilom. Z nastalo 
mešanico celic in barvila smo napolnili komorico. Celice smo prešteli v vseh zunanjih 
štirih kvadratih s površino 1 mm2. Za lažje štetje celic smo si pomagali z »zig-zag« 
tehniko, ki je prikazana na sliki 4 desno. Pri štetju smo upoštevali vse celice, ki se nahajajo 
znotraj trojnih robov kvadratka in celice, ki se dotikajo zgornjega in levega roba (Slika 4 
levo).  
 
Slika 4: Levo – s črno so prikazane celice, ki jih pri štetju upoštevamo, medtem ko so bele celice izvzete 
iz štetja, desno- prikaz »zig-zag« tehnike štetja (Navodila za štetje …, 2019). 
Vsak vzorec smo prešteli na dveh mrežicah (16 kotnih kvadratkov) in najprej izračunali 
povprečno število celic na kvadratek. Koncentracijo celic smo nato  izračunali po formuli:   
š𝑡𝑒𝑣𝑖𝑙𝑜 𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐/𝑚𝑙 = 𝑝𝑜𝑣𝑝𝑟𝑒č𝑛𝑜 š𝑡𝑒𝑣𝑖𝑙𝑜 𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐 𝑛𝑎 𝑘𝑣𝑎𝑑𝑟𝑎𝑡𝑒𝑘 × 10000 × 𝑟𝑒𝑑č𝑖𝑡𝑒𝑣 ... (2) 
3.2.2.5 Štetje celic z uporabo avtomatskega celičnega števca Corning® Cell Counter 
Vzorec za štetje smo pripravili po enakem postopku kot za ročno štetje s števno komoro 
pod svetlobnim mikroskopom. Suspenzijo celic zmešano v razmerju 1:1 s tripanskim 
modrilom smo nanesli na priloženo števno komoro in jo nato položili na števno mesto na 
celičnem števcu. Celični števec po obdelavi podatkov poda koncentracijo celic (število 
celic/ml) in viabilnost (Slika 5).  
 
Slika 5: Preštete žive celice celični števec označi z zeleno, mrtve pa z rdečo barvo in nato poda 
koncentracijo živih, mrtvih in vseh celic ter izračunano viabilnost. 
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3.2.2.6 Zamrzovanje celic  
Celice, ki smo jih želeli zamrzniti in shraniti na -80 °C, smo najprej tripsinizirali po 
postopku opisanem v poglavju 3.2.2.3. Celično suspenzijo smo centrifugirali (1600 RPM, 
4 min, 4 °C) in nato odpipetirali rastni medij in celice nato resuspendirali v 1 ml medija za 
zamrzovanje. Medij za zamrzovanje smo vedno dodajali mrzlega, neposredno iz 
hladilnika, saj na ta način preprečimo toksično delovanje dimetil sulfoksida na celice. 
Nastalo suspenzijo smo nato prenesli v krioviale in jih nato dali v škatlico za zamrzovanje 
"Mr. Frosty", ki se ohlaja 1 °C/minuto ob prenosu v zamrzovalno skrinjo na -80 °C in jo 
tam pustili vsaj 100 minut. Navadno smo celice zamrzovali, ko so dosegle vsaj 80 % 
konfluentnost v gojitvenih posodicah. Celice v 25 cm
2 
posodici smo zamrznili v eni 
krioviali, medtem ko smo celice v posodici 75 cm
2
 razdelili med dve krioviali.   
3.2.3 Transfekcija celic  
3.2.3.1 Elektroporacija pasjih MMC in vitro s plazmidom pEGFP N1 
Z uporabo pEGFP N1 plazmida smo optimizirali pogoje elektroporacije pasjih 
mezenhimskih matičnih celic, saj je zaradi izražanja transgena zelenega fluorescentnega 
proteina (angl. green fluorescent protein (GFP)), lažja detekcija transfeciranih celic. Pri 
tem smo spreminjali količino dodanega plazmida, število celic, vrsto elektroporacijskega 
pufra in elektroporacijske parametre, ki vključujejo jakost (napetost) pulza, čas trajanja 
pulza, število in frekvenco pulzov.     
Celoten postopek smo izvajali v laminariju. Najprej smo pripravili celice in sicer smo jih 
tripsinizirali po postopku opisanem v poglavju 3.2.2.3. Nato smo celice prešteli s pomočjo 
uporabe hemocitometra ali avtomatskega celičnega števca. Natančen postopek štetja celic 
je opisan v poglavju 3.2.2.4. Za eno elektroporacijo smo potrebovali 1 × 10
6
 celic v 40 µl 
oziroma smo število celic prilagodili. Pripravljene celice smo nato centrifugirali pri 
pogojih 1600 RPM, 4 minute pri 4 °C in nato supernatant previdno odpipetirali. Celice v 
peletu smo resuspendirali v 5 ml hladnega (4 °C) elektroporacijskega pufra in nato 
ponovili centrifugiranje (1600 RPM, 6 minut pri 4 °C). Po centrifugiranju smo odpipetirali 
supernatant in celice resuspendirali v potrebni količini hladnega elektroporacijskega pufra. 
Za eno elektroporacijo potrebujemo 50 µl mešanice, ki jo sestavlja 40 µl suspenzije celic 
in 10 µl raztopine plazmidne DNA. Tako smo na število želenih elektroporacij prilagodili 
volumen elektroporacijskega pufra in dodane plazmidne DNA. Za pripravo mešanice, kjer 
smo dodali 10 µg DNA, smo uporabili raztopino plazmida v koncentraciji 1 µg/µl, pri 
mešanicah, kjer je dodana količina večja, pa smo uporabili raztopino plazmidne DNA v 
koncentraciji 5 µg/µl. V preglednici 10 je navedeno število celic, vrsta uporabljenega 
pufra in količina plazimidne DNA, ki smo jo dodali v mešanico ter elektroporacijski 
parametri.   
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Preglednica 10: V preglednici so predstavljeni elektroporacijski parametri in pogoji, ki smo jih 
uporabili pri optimizaciji elektroporacije s plazmidom pEGFP N1. 
število 
celic/ 
elektro-
poracijo 
elektro-
poracijski  
medij 
količina 
plazmidne 
DNA/elektro-
poracijo [µg] 
napetost/
razdalijo 
(U/d) 
[V/cm] 
trajanje 
impulza 
(Ti) [µs] 
število 
pulzov 
(Ni) 
frekven
ca (ν) 
[Hz] 
število 
elektro-
poracij 
(Ns) 
1 × 106 el. pufer 10 1300 100 6 4 3 
1 × 106 el. pufer 10 600 5000 8 1 3 
1 × 106 el. pufer 10 500 5000 8 1 3 
1 × 106 el. pufer 10 1500 100 8 1 3 
1 × 106 el. pufer 10 1700 100 8 1 3 
1 × 106 el. pufer 10 2500 100 1 1 3 
1 × 106 Opti-MEM 
medij 
10 500 5000 8 1 2 
30 
50 
1 × 106 Opti-MEM 
medij 
10 1500 100 8 1 2 
30 
50 
5 × 105 Opti-MEM 
medij 
10 500 5000 8 1 6 
30 
50 
5 × 105 Opti-MEM 
medij  
10 1500 100 8 1 6 
30 
50 
2,5 × 105 Opti-MEM 
medij 
10 1300 100 6 4 2 
30 
50 
2,5 × 105 Opti-MEM 
medij 
10 1500 100 8 1 2 
30 
50 
2,5 × 105 el. pufer 10 1300 100 6 4 2 
30 
50 
2,5 × 105 el. pufer 10 1500 100 8 1 2 
30 
50 
 
Pred elektroporacijo smo na generatorju električnih pulzov nastavili parametre 
elektroporacije, ki vključujejo napetost, trajanje pulza, število pulzov, frekvenco in število 
elektroporiranj. Pred pričetkom elektroporacije smo s pipeto dobro premešali mešanico 
celic in plazmidne DNA in nato odpipetirali 50 µl med sterilne ploščate elektrode z 2 mm 
razmakom med elektrodama in na generatorju električnih pulzov sprožili pulze. 
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Elektroporirano kapljico smo stresli v 6 cm petrijevko oziroma v eno luknjico plošče s 6 
luknjicami. Elektrodi smo za tem spirali v 70 % alkoholu in ju dobro obrisali s sterilno 
gazo. Po 5 minutah smo k elektroporiranim celicam dodali v petrijevko 5 ml gojišča 
Animacel brez dodanega antibiotika, oziroma 1 ml gojišča na eno luknjico plošče s 6 
luknjicami. Petrijevke oziroma plošče smo nato dali v inkubator na 37 °C, 5 % CO2.  
Po 48 h oziroma več urah smo opazovali uspešnost transfekcije s pomočjo invertnega 
fluorescenčnega mikroskopa ali fluorescenčnega mikroskopa.  
3.2.3.2 Transfekcija pasjih mezenhimskih matičnih celic z uporabo reagenta 
Lipofectamine™ LTX Reagent with PLUS™ Reagent 
Pri transfekciji celic z uporabo reagenta Lipofectamine™ LTX Reagent with PLUS™ 
Reagent smo najprej pripravili celice v treh gojitvenih posodicah 25 cm
2
 in dveh luknjicah 
v plošči s 6 luknjicami. Ko so dosegle vsaj 90 % konfluentnost, smo iz gojitvenih posodic 
odstranili medij in celice dvakrat sprali z DPBS in nato celicam dodali 1,7 ml gojišča Opti-
MEM na eno gojitveno posodico 25 cm
2
 in 0,612 ml na eno luknjico v plošči s 6 luknjicami. 
Nato smo pripravili mešanice različnih razmerij med količino DNA (plazmidna DNA) in 
lipofektaminom (LPF). Za vsako razmerje smo pripravili svojo mešanico in sicer 
preizkusili smo razmerja DNA:LPF = 1:2, 1:3, 1:4, 1:5 in 1:6.  Pripravili smo 10 različnih 
kriovial (pet mešanic z DNA in pet mešanic z reagentom lipofektamin) v katere smo 
odpipetirali ustrezne količine reagentov, ki so navedene v preglednicah 11 in 12. Namesto 
mikrocentrifugirk smo uporabljali kriovijale, ker je plastika kriovijal boljša in se 
lipofektamin nanje manj prilepi. Količina mešanice v kriovijali z DNA je bila enaka 
količini mešanice v kriovijali z lipofektaminom.  
Preglednica 11: Sestava mešanic, ki so vsebovale plazmidno DNA. 
DNA:LPF gojišče Opti-MEM 
[µl] 
plazmidna DNA (1 µg/µl)  
 [µl] 
reagent Plus  
[µl] 
skupaj  
[µl] 
1:2, 1:3, 1:4 170 2 2 174 
1:5, 1:6 61,2 0,6 0,6 62,4 
  
Preglednica 12: Sestava mešanic, ki so vsebovale reagent lipofektamin. 
DNA:LPF gojišče Opti-MEM [µl] Lipofekatmin [µl] skupaj [µl] 
1:2 170 4 174 
1:3 168 6 174 
1:4 166 8 174 
1:5 59,4 3 62,4 
1:6 58,8 3,6 62,4 
Pripravljene mešanice smo inkubirali 15 minut na sobni temperaturi in nato mešanice iz 
kriovial z DNA dodali k mešanicam z različnimi količinami dodanega lipofektamina in 
novo nastalo mešanico premešali z rahlim pipetiranjem. Nastale transfekcijske mešanice 
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smo inkubirali še dodatnih 15 minut na sobni temperaturi. Po inkubaciji smo transfekcijske 
mešanice dodali neposredno v gojišče Opti-MEM, ki se je nahajal v gojitvenih posodicah s 
celicami. Transfekcijske mešanice z razmerjem 1:2, 1:3 in 1:4 med DNA in 
lipofektaminom smo uporabili na celicah v gojitvenih posodicah 25 cm
2
, razmerji 1:5 in 
1:6 pa na celicah v luknjicah plošče s 6 luknjicami. Celice smo nato inkubirali preko noči v 
inkubatorju na 37 °C, 5 % CO2. Zjutraj smo odstranili gojišče Opti-MEM z dodano 
transfekcijsko mešanico in dodali gojišče Animacel brez dodanega antibiotika. Celice smo 
nato inkubirali dva dni. Po dveh dneh smo uspešnost transfekcije ocenili s pomočjo 
fluorescenčnega mikroskopa. Natančne postopek spremljanja izražanja reporterskega gena 
je naveden v poglavju 3.2.5.2. 
3.2.3.3 Elektroporacija mezenhimskih matičnih celic in vitro s plazmidom 
pcDNA3.1zeo+sccaIL12 
Priprava celic, elektroporacijskih mešanic in postopek elektroporacije je bil enak kot je 
opisan pri elektroporaciji s plazmidom pEGFP N1. Sestava elektroporacijskih mešanic in 
elektroporacijski parametri so navedeni v preglednici 13. Elektroporacijo s plazmidom 
pcDNA3.1zeo+sccaIL12 smo izvedli v šestih ločenih poskusih.  
Preglednica 13: V preglednici so predstavljeni elektroporacijski parametri in pogoji, ki smo jih 
uporabili pri elektroporacijah s plazmidom pcDNA3.1zeo+sccaIL12. 
 št. celic/ 
elektro-
poracijo 
elektrop-
oracijski 
medij  
količina 
plazmidne 
DNA/elektro-
poracijo [µg] 
napetost/
razdaljo 
(U/d) 
[V/cm] 
trajanje 
impulza 
(Ti) [µs] 
št. 
pulzo
v (Ni) 
frekvenca 
(ν) [Hz] 
št. elektro-
poracij 
(Ns) 
a) 5 × 105 el. pufer 10 1500 100 8 1 4 
30 
50 
b) 
 
 
 
 
1 × 106 el. pufer 10 1500 100 8 1 4 
30 
1 × 106 el. pufer 10 1300 100 6 4 4 
30 
c) 1 × 106 el. pufer 10 1500 100 8 1 5 
1700 100 8 1 5 
2500 100 1 1 5 
d) 1 × 106 el. pufer 10 1700 100 8 1 6 
e) 
1 × 106 el. pufer 10 1700 100 8 1 3 
f) 
 
Elektroporirane kapljice posamezne mešanice smo stresli v eno vdolbinico plošče s 6 
luknjicami. Po 5 minutah smo k elektroporiranim celicam dodali 1 ml gojišča Animacel 
brez dodanega antibiotika in nato celice posamezne mešanice prenesli v gojitvene posodice 
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kjer smo po 72 h od izvedene elektroporacije pričeli z izvajanjem selekcije. Natančen 
potek selekcije je opisan v poglavju 3.2.7.  
3.2.4 Testiranje primerne koncentracije selekcijskega antibiotika zeocina za izvajanje 
selekcije 
Pred začetkom izvajanja selekcije transfeciranih celic po elektroporaciji s plazmidom 
pcDNA3.1zeo+sccaIL12, smo najprej morali narediti test občutljivosti netransfeciranih 
pasjih mezenhimskih matičnih celic na selekcijski antibiotik zeocin. Celice smo najprej 
nasadili v gostoti 4 × 104 celic na luknjico plošče z 12 luknjicami. Po 24 h od nasaditve, 
smo klasični gojitveni medij zamenjali s selekcijskim. Preizkusili smo pet različnih 
koncentracij zeocina in sicer 50 µg/ml, 250 µg/ml, 500 µg/ml, 750 µg/ml in 1000 µg/ml. 
Vsako koncentracijo smo preizkušali v dveh ponovitvah. Po treh dneh od dodanega 
selekcijskega medija, smo si celice ogledali pod mikroskopom in ocenili njihovo 
viabilnost. Najnižjo koncentracijo zeocina, ki je uničila vse nacepljene celice, smo v 
nadaljevanju uporabljali za izvajanje selekcije po transfekciji celic. V našem primeru je to 
bila koncentracija 500 µg/ml.  
3.2.5 Spremljanje izražanja reporterskega gena – zeleni fluorescirajoči protein 
3.2.5.1 Spremljanje izražanja reporterskega gena s pomočjo invertnega fluorescenčnega 
mikroskopa  
Uspešnost transfekcije celic po elektroporaciji smo spremljali s pomočjo invertnega 
fluorescenčnega mikroskopa Olympus IX-70 (Hamburg, Nemčija) pri desetkratni povečavi 
objektiva in izpostavitvenem času 500 ms. V časovnih intervalih 1 dan, 2 dni, 3 dni, 6 dni 
in 14 dni po izvedbi elektroporacije smo naključno poslikali tri polja na vdolbinico 
gojitvene plošče s 24 luknjicami, najprej pri vidni svetlobi in nato isto polje še pri 
fluorescenci. Uspešnost transfekcije smo ocenili tako, da smo s pomočjo programa ImageJ 
na slikah zajetih pri vidni svetlobi prešteli vse celice na polje in nato še na slikah zajetih pri 
fluorescenci, vse celice, ki fluorescirajo. Uspešnost transfekcije smo izračunali z enačbo: 
𝑢𝑠𝑝𝑒š𝑛𝑜𝑠𝑡 𝑡𝑟𝑎𝑛𝑠𝑓𝑒𝑘𝑐𝑖𝑗𝑒 (%) =  
š𝑡.𝑓𝑙𝑢𝑜𝑟𝑒𝑠𝑐𝑖𝑟𝑎𝑗𝑜č𝑖ℎ 𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐
š𝑡.𝑣𝑠𝑒ℎ 𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐
 × 100                              … (3) 
3.2.5.2 Spremljanje izražanja reporterskega gena s pomočjo fluorescenčnega mikroskopa 
Uspešnost transfekcije celic po elektroporaciji in transfekciji z uporabi lipofektamina smo 
spremljali s pomočjo fluorescenčnega mikroskopa Nikon Eclipse 80i (Tokio, Japonska). 
Celicam v gojitvenih posodicah smo najprej odstranili gojišče in jih nato dvakrat spirali s 
fosfatnim pufrom DPBS, čemur je sledila tripsinizacija. Število vseh celic smo določili pod 
svetlobnim mikroskopom z uporabo Bürker-Türk-ove števne komore ali z uporabo 
celičnega števca Corning® Cell Counter. Celice smo nato centrifugirali (1600 RPM, 4 
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min, 4 °C) in pelet resuspendirali v 250 µl DPBS. Suspenzijo celic smo nato nanesli na 
Bürker-Türk-ove števno komoro in s pomočjo fluorescenčnega mikroskopa prešteli 
fluorescirajoče se celice in nato izračunali uspešnost transfekcije po formuli navedeni v 
poglavju 3.2.5.1.   
3.2.6 Test klonogenosti 
Z izvedbo testa klonogenosti določamo citotoksičnost molekul, reagentov ali snovi. Po 
izpostavitvi celic molekulam, reagentom, snovi ali sevanju, so samo celice, ki so ohranile 
reproduktivno sposobnost zmožne tvorjenja kolonij. Delež preživelih celic, ki so zmožne 
tvorjenja kolonij, normaliziran na kontrolno netretirano skupino, nam pove citotoksičnost 
testirane molekule, reagenta, snovi ali sevanja.   
S testom klonogenosti smo preverili vpliv elektroporacijskih parametrov in vpliv dodatka 
plazmidne DNA na pasje MMC. Vsako izmed testirane skupine smo naredili v treh 
tehničnih ponovitvah. Najprej smo si označili 6 cm petrijevke. Testirali smo šest različnih 
pogojev elektroporacije in imeli dve kontrolni skupini. Testirani elektroporacijski 
parametri so predstavljeni v preglednici 14.  
Preglednica 14: Testirani elektroporacijski parametri. 
oznaka napetost/razdaljo [V/cm] trajanje impulza [µs] število pulzov frekvenca [Hz] 
pulzi 1 1300 100 6 4 
pulzi 2 600 5000 8 1 
pulzi 3 500 5000 8 1 
 
Testirane skupine so bile sledeče:  
Elektroporacija celic (1 × 106/elektroporacijo), katerim smo namesto plazmida dodali vodo 
(oznaka EP) 
o EP1: pulzi 1 
o EP2: pulzi 2 
o EP3: pulzi 3 
o Kontrola: Mešanica celic in vode, ki ni bila izpostavljena elektroporaciji  
 
Elektroporacija celic (1 × 106/elektroporacijo) z dodanim plazmidom pEGFP N1 (10 
µg/elektroporacijo) (oznaka GET) 
o GET1: pulzi 1 
o GET2: pulzi 2 
o GET3: pulzi 3 
o Kontrola: Mešanica celic in plazmidne DNA, ki ni bila izpostavljena 
elektroporaciji  
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Za vsako testno skupino smo najprej pripravili v 50 ml centrifugirke po 14 ml rastnega 
medija. Nato smo vanj za tri paralelke testa dodali 3,5-krat toliko celic kot smo jih želeli 
imeti na eno ponovitev in sicer pri kontrolnih skupinah 200 celic na ponovitev, pri EP 
skupinah 400 celic na ponovitev in pri GET skupinah 800 celic na ponovitev. Tako smo na 
primer za tri paralelke klonogenosti ene izmed kontrolnih skupin v 14 ml gojišča prenesli 
700 celic (200 celic x 3,5). Nastalo celično suspenzijo smo dobro premešali z uporabo 
pipete in nato prenesli po 4 ml celične suspenzije v petrijevko. Suspenzijo v petrijevki smo 
dobro premešali s premikanjem petrijevke po ravni površini v smeri gor-dol in levo-desno. 
Celice smo gojili 14 dni na 37 °C, 5 % CO2. Po 14 dneh smo odlili gojišče in nakapali 
tolikšno količino barvila kristal vijolično z metanolom, da je prekrilo celotno dno 
petrijevke. Barvilo smo pustili delovati približno tri do pet minut in ga nato odlili. 
Petrijevke smo nato sprali pod tekočo vodo. S pomočjo uporabe lupe smo prešteli obarvane 
kolonije. Kot kolonije smo upoštevali skupke celic, ki so vsebovale več kot 50 celic.  
Da smo dobili delež preživelih celic, smo vsako dobljeno vrednost (število kolonij) delili s 
povprečnim številom zraslih kolonij kontrolne skupine. Tako učinkovitost nasajanja (angl. 
plating efficiency (PE)) definiramo kot razmerje med številom formiranih kolonij in 
številom nasajenih celic in ga izračunamo po formuli:  
 
𝑃𝐸 =
š𝑡.𝑓𝑜𝑟𝑚𝑖𝑟𝑎𝑛𝑖ℎ 𝑘𝑜𝑙𝑜𝑛𝑖𝑗
š𝑡.𝑛𝑎𝑠𝑎𝑗𝑒𝑛𝑖ℎ 𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐
 × 100%                                                                    … (4) 
 
Da smo dobili delež preživelih celic (angl. surviving fraction (SF)), smo vsako dobljeno 
PE delili s povprečnim številom zraslih kolonij kontrolne skupine:  
 
𝑆𝐹 =  
š𝑡.𝑓𝑜𝑟𝑚𝑖𝑟𝑎𝑛𝑖ℎ 𝑘𝑜𝑙𝑜𝑛𝑖𝑗 𝑝𝑜 𝑡𝑟𝑒𝑡𝑖𝑟𝑎𝑛𝑗𝑢
š𝑡.𝑛𝑎𝑠𝑎𝑗𝑒𝑛𝑖ℎ 𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐 ×𝑃𝐸
                                                               … (5) 
3.2.7 Selekcija uspešno transfeciranih celic 
Z namenom, da bi pridobili stabilno transfecirane pasje mezenhimske matične celice, ki 
izražajo IL-12, smo celice po elektroporaciji selekcionirali z uporabo selekcijskega gojišča, 
ki je vseboval antibiotik Zeocin™ v koncentraciji 500 µg/ml. Plazmid 
pcDNA3.1zeo+sccaIL12 namreč nosi poleg zapisa za pasji IL-12 tudi zapis za gen za 
odpornost na antibiotik zeocin. Zeocin pripada družini strukturno sorodnih antibiotikov 
tipa bleomicin, izoliranih iz rodu aktinobakterij Streptomyces. Antibiotiki v tej družini so 
antibiotiki širokega spektra, ki delujejo kot močno antibakterijsko in protitumorsko 
zdravilo. Imajo močno toksičnost proti bakterijam, glivam (vključno s kvasovkami), 
rastlinam in sesalskim celicam. Kot antibiotik širokega spektra je zeocin še posebej 
uporaben, saj omogoča selekcijo v številnih vrstah celic, ki vsebujejo vektorje z genom za 
rezistenco. 
Z izvajanjem selekcije smo pričeli po 72 h od izvedbe elektroporacije. Selekcijski medij 
smo menjali 2- do 3-krat tedensko, trajanje izvajanja selekcije pa se je med posameznimi 
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izvedbami elektroporacije s plazmidom pcDNA3.1zeo+sccaIL12 (glej poglavje 3.2.3.3) 
nekoliko razlikovalo zaradi slabe preživelosti celic. Selekcijo smo tako izvajali po 
naslednjih postopkih: 
a) neprekinjena selekcija z antibiotikom 32 dni,  
b) posamezen vzorec elektroporiranih celic smo razdelili v tri gojitvene posodice 25 cm
2
 in 
selekcijo izvajali v eni posodici 14 dni, v drugi 21 dni in v tretji 28 dni,  
c) vzorec celic smo razdelili v dve gojitveni posodici 75 cm
2
 in selekcijo izvajali v eni 
posodici šest dni, v drugi posodici pa s selekcijo nismo pričeli, ampak smo po 48 h od 
elektroporacije celice tripsinizirali in centrifugirali, nato pa pelet celic zamrznili v tekočem 
dušiku in celice shranili na -80 °C do izolacije RNA, 
d) posamezen vzorec celic smo razdelili v dve gojitveni posodici 75 cm
2
 in selekcijo 
izvajali samo v eni posodici in sicer 32 dni, v drugi posodici pa s selekcijo nismo pričeli, 
ampak smo ravno tako po 48 h od elektroporacije celice tripsinizirali in centrifugirali, nato 
pa pelet celic zamrznili v tekočem dušiku in celice shranili na -80 °C do izolacije RNA, 
e) in f) selekcije nismo izvajali, ampak smo celice 48 h po elektroporaciji zamrznili v 
tekočem dušiku.  
Pri vsaki izvedbi elektroporacije smo vključili tudi negativno kontrolo ne-elektroporiranih 
celic, ki smo jih vzdrževali v kulturi toliko časa kot je potekala selekcija oziroma smo jih 
zamrznili istočasno kot elektroporirane celice. Takšne ne-elektroporirane celice so nam 
kasneje služile za negativno kontrolo pri izvedbi kvantitativnega PCR v realnem času za 
dokazovanje izraženosti pasjega IL-12 na nivoju mRNA. 
3.2.8 Kvantitativni PCR v realnem času 
 
Z metodo kvantitavne verižne reakcija s polimerazo v realnem času (angl. real time PCR 
ali quantitative real time PCR (qPCR)) lahko spremljamo nastajanje produkta med samo 
reakcijo PCR. Spremljanje reakcije temelji na spremljanju fluorescentnega signala, kar je 
omogočeno z vključitvijo fluorescenčnih molekul v reakcijo, ki so lahko fluorescenčno 
barvilo ali fluorescenčne sonde, ki se specifično vežejo na komplementarno molekulo 
DNA. Tako je jakost signala sorazmerna s količino produkta. Signal meri PCR aparat 
(termo-cycler), ki zaznava fluorescenco, ki se s številom ciklov povečuje.  
V našem primeru smo uporabili metodo z uporabo barvila SYBR Green, ki temelji na 
vezavi barvila v DNA molekule, ki nastanejo med PCR reakcijo. Vezava je  nespecifičnana 
na vse dvovijačne molekule in povzroči emitiranje fluorescence. To nam omogoča 
določitev koncentracije DNA v vzorcu. Da s to metodo lahko kvantificiramo izražanje 
gena na mRNA nivoju, je pred izvedbo qPCR potrebno RNA molekule reverzno prepisati 
v komplementarne DNA (angl. complementary DNA (cDNA)) molekule, ki jih nato 
uporabimo v reakcijah qPCR.  
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3.2.8.1 Izolacija RNA 
Pri celotnem postopku izolacije RNA smo bili zelo pazljivi, da smo uporabljali čisti 
material in vso opremo brez encimov RNaz.  
Najprej smo celice, iz katerih smo želeli izolirati RNA, tripsinizirali po postopku opisanem 
v poglavju 3.2.2.3. Celice v suspenziji smo centrifugirali (1600 RPM, 4 min, 4 °C) in 
odstranili gojišče. Nato smo pelet dvakrat spirali z DPBS. Po drugem spiranju smo DPBS 
iz mikrocentrifugirk odstranili in nato mikrocentrifugirke s peletom vrgli v tekoči dušik in 
vzorce nato do naslednjega koraka izolacije RNA shranili na -80 °C.  
Pri izolaciji RNA smo najprej v vsako mikrocentrifugirko z vzorcem dodali po 1 ml trizola 
in nastalo mešanico dobro premešali s pipetiranjem. Vzorce smo nato inkubirali 5 minut na 
sobni temperaturi, da je prišlo do popolne disocijacije nukleoproteinskih kompleksov. Nato 
smo na 1 ml trizola dodali 200 µl kloroforma in nastalo mešanico močno ročno stresali 15 
sekund. Sledila je ponovna inkubacija vzorcev 15 minut na sobni temperaturi. Po 
inkubaciji je sledilo centrifugiranje pri pogojih 15 minut, 10000 RPM, 4 °C. Po 
centrifugiranju smo zgornjo brezbarvno fazo v kateri se je nahajala RNA prenesli v novo 
čisto mikrocentrifugirko in izmerili volumen prenesene faze, ki je moral biti vsaj 60 % 
začetnega volumna trizola. Preostalo interfazo, kjer se nahaja DNA, in organsko fazo, kjer 
se nahajajo proteini, smo shranili na -20 °C.  
Sledil je korak precipitacije RNA. Preneseni brezbarvni fazi smo nato dodali 500 µl 
izopropanola predhodno ohlajenega na -20 °C in nastalo mešanico rahlo premešali. 
Razmerje med izopropanolom in RNA je bilo nekje 1:1, saj po centrifugiranju navadno 
dobimo 500 µl brezbarvne faze in smo ji tako dodali enako količino izopropanola. 
Nadaljevali smo s 10 - 30 minutno inkubacijo na sobni temperaturi in nato 
centrifugiranjem pri pogojih 15 minut, 10000 RPM in 4 °C. 
Sledilo je spiranje. Najprej smo pazljivo odpipetirali čim več supernatanta in pazili, da se 
ni odlepila tudi oborjena RNA v obliki peleta. Nato smo na pelet dodali 1 ml na -20 °C 
ohlajenega 75 % etanola raztopljenega v DEPC H2O. S pomočjo vorteksiranja smo odlepili 
pelet in nato ponovno centrifugirali 5 minut, 10000 RPM, 4 °C. Po centrifugiranju smo 
odstranili supernatant in pustili 5 do 10 minut odprte mikrocentrifugirke, da se je pelet 
posušil. Nato smo na pelet dodali 15 µl DEPC H2O in s pomočjo večkratnega pipetiranja 
pelet raztopili. Količino dodane DEPC H2O smo prilagodili glede na velikost peleta, ki 
smo ga imeli na voljo. Navadno na 5 – 10 × 106 celic dodamo 39 µl DEPC. Izolirni RNA 
smo izmerili koncentracijo z uporabo spektrofotometra NanoDrop Lite (Thermo Fisher 
Scientific, Massachusetts, ZDA).  Najprej smo spektrofotometer umerili z uporabo DEPC 
H2O in nato pomerili koncentracijo vzorcev. Ustrezno čistost vzorcev je nakazala vrednost 
razmerja A260/A280, ki je morala biti nad 1,6. V našem primeru so vsi vzorci imeli 
vrednost razmerja nad 1,8 kar pomeni, da so bili dovolj čisti in smo se med samo izolacijo 
znebili proteinov.      
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3.2.8.2 Prepis v cDNA 
Prepis v cDNA smo izvedli z uporabo kompleta High-Capacity cDNA Reverse 
Transcription Kit with RNase Inhibitor (Applied Biosystems™, Thermo Fisher). Po 
navodilih proizvajalca smo najprej z uporabo reagentov iz kompleta pripravili dvakratno 
mešanico reagentov (angl. master mix) za reverzno transkripcijo. Glede na želeno število 
reakcij smo si najprej preračunali potreben volumen mešanice (za eno reakcijo je potrebnih 
10 µl pripravljene mešanice). Nato smo v vsako PCR mikrocentrifugirko najprej 
odpipetirali 10 µl dvakratne mešanice in nato dodali 10 µl izolirane RNA (končna količina 
dodane RNA v prepis je bila 1 µg). Pripravljene mešanice smo do prenosa v PCR 
aparaturo hranili na ledu. Nastavili smo temperaturni program:  
 20 C – 10 min 
 37 C – 120 min 
 85 C – 5 min 
 4 °C – ∞  
Po končani reverzni transkripciji smo cDNA uporabili v naslednjem koraku in sicer qPCR. 
3.2.8.3 Kvantitativni PCR v realnem času (qPCR) - SYBR Green 
Pred izvedbo qPCR smo najprej morali ugotoviti, katera količina dodane cDNA je 
primerna, zato smo za preiskovani gen IL-12 in referenčni gen HPRT najprej naredili 
poskusni qPCR, kjer smo preizkusili štiri različne količine dodane cDNA in sicer neredčen 
vzorec, 10-krat redčen, 100-krat redčen in 1000-krat redčen. Vsako redčitev smo imeli v 
dveh tehničnih ponovitvah. To redčitveno vrsto smo uporabili tudi za določanje 
učinkovitosti qPCR. Glede na dobljene rezultate se je 10-kratna redčitev vzorcev cDNA 
izkazala za najbolj primerno, zato smo tudi to uporabili pri izvedbi qPCR za vse vzorce. 
Pred začetkom qPCR smo si najprej pripravili načrt plošče oziroma PCR mikrocentrifugirk 
v traku (angl. PCR strip) z vzorci primerne redčitve. Uporabili smo 10-kratno redčiev 
vzorcev in za vsak vzorec in gen smo imeli tri tehnične ponovitve. Pri vsaki izvedbi qPCR 
smo vključili tudi kontrolo NTC (angl. no template control), ki smo ji namesto vzorca 
dodali DEPC H2O. Načrt nanosa vzorcev v PCR mikrocentrifugirke v traku je prikazan v 
prilogi A.  
Pred pričetkom smo pripravili tudi začetne oligonukleotide. Posamezen liofiliziran začetni 
oligonukleotid smo resuspendirali v DEPC H2O do koncentracije 100 µM. In nato smo 
pripravili še mešanico smiselnega začetnega oligonukleotida in protismiselnega končnega 
oligonukleotida. Za izvedbo PCR je potrebna delovna koncentracijo posameznega 
začetnega oligonukleotida 10 µM. Odpipetirali smo 80 µL DEPC H2O in dodali 10 µL 
smiselnega začetnega oligonukleotida in 10 µL protismiselnega končnega oligonukleotida.  
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V vsako luknjico na plošči s 96 luknjicami smo odpipetirali 20 µL reakcijske mešanice. 
Osnovna sestava mešanice je:  
  
Preglednica 15: Sestava reakcijske mešanice za eno reakcijo qPCR. 
sestavine volumen 
SYBR Green master mix 10,0 µL 
mešanica začetnih oligonukleotidov 1 µL 
DEPC H2O 4 µL 
vzorec 5,0 µL 
skupaj 20µL 
Glede na število luknjic v plošči smo si preračunali potrebne volumne za pripravo 
mešanice. Pripravili smo si še redčitve vzorcev v ohlajenih stojalih in jih nato s 
centrifugiranjem zbrali na dnu centrifugirke. V ploščo s 96 luknjicami smo nanesli 15 µL 
reakcijske mešanice v vsako luknjico in pri tem pazili, da smo odpipetirali reakcijsko 
mešanico s pravimi začetnimi oligonukleotidi na pravo mesto na plošči. V luknjice smo 
dodali še po 5 µL vzorca pravilne redčitve, PCR mikrocentrifugirke v traku pokrili s 
pokrovčki in vzorec s centrifugiranjem zbrali na dnu centrifugirke. Mikrocentrifugirke smo 
nato prenesli v  PCR aparaturo in nastavili temperaturni program: 
 50 C – 2 min (aktivacija uracil-DNA glikozilaze) 
 95 C – 2 min (aktivacija »hot start« polimeraze) 
 40 ciklov: 
 95 C – 15 s (denaturacija DNA) 
 60 C – 1 min (prileganje začetnih oligonukleotidov in podaljševanje verige DNA) 
 95 C – 10 s     
3.2.8.4 Obdelava rezultatov – relativna kvantifikacija izražanja IL-12 
Med procesom pomnoževanja DNA računalnik zbira podatke o fluorescenci in jih s 
pomočjo programa prikaže v grafični obliki. Za analizo podatkov smo v eksponentni fazi 
pomnoževanja, ko je bila intenziteta fluorescence višja od fluorescence ozadja, določili 
vrednost praga. Nato smo za vsak vzorec določili cikel podvojevanja, v katerem je krivulja 
presegla vrednost praga (vrednost Ct, angl. treshold cycle). Podatke smo nato primerjali 
med seboj na osnovi vrednosti Ct. Vrednost Ct je obratno sorazmerna z začetnim številom 
kopij tarčne cDNA (oz. mRNA), kar pomeni, da pri večji količini začetne cDNA 
fluorescenca vzorca preseže fluorescenco ozadja pri nižjem številu ciklov (nižja vrednost 
Ct). 
Za določanje izražanja IL-12 smo uporabili metodo relativne kvantifikacije oziroma 
metodo ∆∆Ct. Pri metodi ∆∆Ct smo količino tarčnega gena v vzorcu normalizirali na 
količino referenčnega gena. Za kontrolo smo uporabili skupino ne-elektroporiranih celic, 
na katero smo primerjali vsak vzorec. 
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𝑘𝑜𝑙𝑖č𝑖𝑛𝑎 𝑡𝑎𝑟č𝑛𝑒𝑔𝑎 𝑔𝑒𝑛𝑎 𝑣 𝑣𝑧𝑜𝑟𝑐𝑢
𝑘𝑜𝑙𝑖č𝑖𝑛𝑎 𝑡𝑎𝑟č𝑛𝑒𝑔𝑎 𝑔𝑒𝑛𝑎 𝑣 𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑛𝑖 𝑠𝑘𝑢𝑝𝑖𝑛𝑖
= 2−∆∆𝐶𝑡                                                          … (6) 
𝑘𝑜𝑙𝑖č𝑖𝑛𝑎 𝑡𝑎𝑟č𝑛𝑒𝑔𝑎 𝑔𝑒𝑛𝑎 𝑣 𝑣𝑧𝑜𝑟𝑐𝑢
𝑘𝑜𝑙𝑖č𝑖𝑛𝑎 𝑡𝑎𝑟č𝑛𝑒𝑔𝑎 𝑔𝑒𝑛𝑎 𝑣 𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑛𝑖 𝑠𝑘𝑢𝑝𝑖𝑛𝑖
= (𝑢č𝑖𝑛𝑘𝑜𝑣𝑖𝑡𝑜𝑠𝑡 𝑝𝑜𝑑𝑣𝑎𝑗𝑎𝑛𝑗𝑎)−∆∆𝐶𝑡           … (7) 
Pred začetkom izvedbe qPCR smo za vsak par začetnih oligonuklotidov preverili 
učinkovitost podvojevanja, saj učinkovitost podvojevanja DNA ni vedno 100%. S pomočjo 
umeritvene krivulje in njenega naklona smo preračunali učinkovitost po formuli: 
𝑢č𝑖𝑛𝑘𝑜𝑣𝑖𝑡𝑜𝑠𝑡 𝑝𝑜𝑑𝑣𝑜𝑗𝑒𝑣𝑎𝑛𝑗𝑎 = 10
1
−𝑛𝑎𝑘𝑙𝑜𝑛                                                               … (8) 
 
Metodo ∆∆Ct smo lahko uporabili samo v primeru, da je bila učinkovitost podvojevaja 
tarčnega kot referenčnega gena enaka oziroma dovolj podobna. ∆∆Ct smo izračunali po 
formuli  ∆∆Ct = ∆Ct (vzorca) - ∆Ct (kontrolne skupine), pri čemer je bila ∆Ct razlika 
vrednosti Ct med tarčnim (IL-12) in referenčnim (HPRT) genom. 
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4   REZULTATI 
4.1 RESTRIKCIJSKA ANALIZA IDENTITETE PLAZMIDNE DNA  
Identiteto izolirane plazmidne DNA smo preverili z metodo restrikcijske analize. Da smo 
si delo olajšali, smo za restrikcijo obeh plazmidov uporabili enak restrikcijski encim NcoI. 
Samo izbiro encima nam je omogočil program SnapGene, kjer smo izvedli najprej in silico 
simulacijo restrikcije in gelske elektroforeze (rezultati prikazani na sliki 6 A)). Nato smo 
izvedli še dejansko elektroforezo in iz slike gela (Slika 6 B) je razvidno, da se restrikcijski 
fragmenti ujemajo s predvidenimi v in silico poskusu.  
 
 
Slika 6: A) Prikazani rezultati in silico restrikcije in gelske elektroforeze izveden v programu 
SnapGene. V drugo luknjico v gelu je nanesen produkt restrikcije plazmida pEGFP N1, v tretjo 
luknjico pa produkt restrikcije plazmida pcDNA3.1zeo+sccaIL12. B) Slika gela po izvedeni dejanski 
elektroforezi. Zaporedje nanosa produktov restrikcije je enako kot pri in silico elektroforezi. 
4.2  REZULTATI TESTIRANJE PRIMERNE KONCENTRACIJE SELEKCIJSKEGA 
ANTIBIOTIKA ZEOCINA  
Da smo lahko izvajali selekcijo z uporabo selekcijskega antibiotika zeocina, smo najprej 
morali določiti katera koncentracija antibiotika je za to primerna. V literaturi smo našli 
podatek, da se navadno koncentracije zeocina za selekcijo sesalskih celic gibljejo od 40 
µg/ml pa do 1000 µg/ml, zato smo eksperiment zastavili tako, da smo testirali šest 
koncentracij zeocina, ki so se nahajale med 50 in 1000 µg/ml v dveh tehničnih ponovitvah. 
Preživetje celic smo spremljali s svetlobnim mikroskopom v treh časovnih obdobjih in 
sicer tretji, peti in šesti dan od začetka uporabe gojišča z dodanim zeocinom. Po šestih 
dneh selekcije se je izkazalo, da je najmanjša koncentracija zeocina, ki je še uničila vse 
testirane celice, 500 µg/ml. To koncentracijo smo uporabili v nadaljnjih selekcijah po 
izvedeni elektroporaciji s plazmidom pcDNA3.1zeo+sccaIL12.         
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4.3 USPEŠNOST ELEKTROPORACIJE S PLAZMIDOM pEGFP N1 
Elektroporacijske pogoje smo najprej optimizirali z uporabo plazmida pEGFP N1, ki nosi 
zapis za reporterski protein zeleni fluorescirajoči protein, kar nam je omogočilo lažjo 
detekcijo uspešno transfeciranih celic. Spreminjali smo štiri pogoje elektroporacije, ki so 
vključevali elektroporacijske parametre, število celic/elektroporacijo, količino dodane 
plazmidne DNA/elektroporacijo in vrsto elektroporacijskega pufra.  
Pri prvi izvedbi elektroporacije smo preizkusili tri različne elektroporacijske parametre in 
skupine celic označili z GET1, GET2 in GET3. Preostali pogoji so bili nespremenjeni pri 
vseh treh skupinah in sicer smo za eno elektroporacijo uporabili 10 µg plazmidne DNA in 
1 × 106 celic, ki so se nahajale v elektroporacijskem pufru.  
 
 
Slika 7: Uspešnost elektroporacije treh testnih skupin (GET1: U/d = 1300 V/cm, ν = 4 Hz, Ti = 100 µs, 
Ni = 6, Ns = 3, GET2: U/d = 600 V/cm, ν = 1 Hz, Ti = 5000 µs, Ni = 8, Ns = 3 in GET3: U/d = 500 V/cm, 
ν = 1 Hz, Ti = 5000 µs, Ni = 8, Ns = 3) prikazana v odstotkih določena za drugi in tretji dan od izvedbe 
elektroporacije. Uporabili smo 10 µg plazmidne DNA in 1 × 106 celic/elektroporacijo. 
 
Pri prvi izvedeni elektroporaciji smo preizkusili tri različne elektroporacijske parametre, ki 
so se med seboj razlikovali po jakosti pulza (U), trajanju (Ti) in frekvenci (ν) pulza in 
številu pulziranj (Ni). Uspešnost transfekcije in izražanje reporterskega gena GFP-ja smo 
ovrednotili za drugi in tretji dan od elektroporacije. Glede na rezultate, je bila največja 
uspešnost transfekcije (3,39 %) pri elektroporacijskih parametrih GET1 (U/d = 1300 V/cm, 
ν = 4 Hz, Ti = 100 µs, Ni = 6, Ns = 3), najslabše pa so se izkazali elektroporacijski 
parametri GET2 (U/d = 600 V/cm, ν = 1 Hz, Ti = 5000 µs, Ni = 8, Ns = 3), kjer je bila 
uspešnost zgolj 0,13 %.   
Slike 8 - 11 prikazujejo elektroporirane celice slikane najprej pri vidni svetlobi in nato še 
pri fluorescenčni svetlobi. Iz slik je razvidno, da so celice najbolj intenzivno in v 
največjem številu svetile drugi in tretji dan po elektroporaciji, medtem ko je intenziteta 
fluoresciranja močno upadla 15. dan po elektroporaciji. Ravno tako je vidno, da je bila 
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najnižja uspešnost pri elektroporacijskih parametrih GET2 (U/d = 600 V/cm, ν = 1 Hz, Ti 
= 5000 µs, Ni = 8, Ns = 3), saj najmanj celic fluorescira. Deleža uspešno transfeciranih 
celic nismo določili za šesti in petnajsti dan od elektroporacije, saj štetje celic ni bilo 
mogoče zaradi prevelike konfluentnosti celic.     
 
Slika 8: Slike celic treh testnih skupin (GET1, GET2 in GET3) drugi dan po izvedeni elektroporaciji. 
Levo je slika naključno izbranega polja slikana pod vidno svetlobo, desno je slika istega polja slikana 
pod fluorescenčno svetlobo. 
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Slika 9: Slike celic treh testnih skupin (GET1, GET2 in GET3) tretji dan po izvedeni elektroporaciji. 
Levo je slika naključno izbranega polja slikana pod vidno svetlobo, desno je slika istega polja slikana 
pod fluorescenčno svetlobo. 
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Slika 10: Slike celic treh testnih skupin (GET1, GET2 in GET3) šesti dan po izvedeni elektroporaciji. 
Levo je slika naključno izbranega polja slikana pod vidno svetlobo, desno je slika istega polja slikana 
pod fluorescenčno svetlobo. 
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Slika 11: Slike celic treh testnih skupin (GET1, GET2 in GET3) 15. dan po izvedeni elektroporaciji. 
Levo je slika naključno izbranega polja slikana pod vidno svetlobo, desno je slika istega polja slikana 
pod fluorescenčno svetlobo. 
 
V nadaljevanju dela za magistrsko nalogo smo zaradi dokaj nizke uspešnosti prve izvedbe 
elektroporacije preizkusili različne kombinacije elektroporacijskih pogojev. Pri tem smo 
spreminjali elektroporacijske parametre, število celic, količino dodane plazmidne DNA in 
vrsto elektroporacijskega medija. Elektroporacijski parametri, ki smo jih v nalogi uporabili 
so predstavljeni v preglednici 16.  
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Preglednica 16: V preglednici so predstavljeni elektroporacijski parametri, ki smo jih uporabili pri 
optimizaciji elektroporacije s plazmidom pEGFP N1. 
 napetost/razdaljo (U/d)  
[V/cm] 
trajanje impulza (Ti) 
[µs] 
število pulzov (Ni) frekvenca (ν) 
[Hz] 
pulzi 1 1300 100 6 4 
pulzi 2 1500 100 8 1 
pulzi 3 1700 100 8 1 
pulzi 4 2500 100 1 1 
pulzi 5 500 5000 8 1 
pulzi 6 600 5000 8 1 
 
Tekom dela smo preizkusili šest različnih elektroporacijskih parametrov oziroma pulzov. 
V nalogi smo uporabljali pravokotne pulze, ki so se med seboj razlikovali po napetosti in 
trajanju pulza, številu pulzov in frekvenci pulziranja. Različne pulze smo preizkusili v 
različnih izvedbah elektroporacije, pri čemer smo najuspešnejše preverili tudi na različnih 
bioloških vzorcih celic. Na sliki 12 so prikazane uspešnosti transfekcije za različne 
elektroporacijske pulze in različne biološke vzorce. Pri izvedbah elektroporacije smo 
uporabili  1 × 106 celic/elektroporacijo, 10 µg plazmdine DNA/elektroporacijo in 
elektroporacijski pufer.  
 
 
Slika 12: Uspešnost transfekcije prikazana v odstotkih za šest različnih vrst uporabljenih 
elektroporacijskih pulzov in štiri različne biološke vzorce pasjih matičnih celic, določena drugi dan od 
izvedbe elektroporacije. Uporabili smo 1 × 106 celic/elektroporacijo, 10 µg plazmdine 
DNA/elektroporacijo in elektroporacijski pufer. 
 
Najboljšo uspešnost transfekcije pasjih matičnih celic s pEGFP N1 smo dobili pri uporabi 
pulzov 2, kjer je bila uspešnost transfekcije enega biološkega vzorca 6,39 %. Iz rezultatov 
je razvidno, da se uspešnosti transfekcije jasno razlikujejo med različnimi uporabljenimi 
biološkimi vzorci in pulzi.  
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Glede na podatke iz literature smo želeli preveriti ali se uspešnost transfekcije povečuje v 
skladu s povečevanjem količine dodane plazmidne DNA. Na istem biološkem vzorcu celic 
smo preizkusili tri različne količine dodane plazmidne DNA (10, 30 in 50 µg). Izvedli smo 
tri ločene elektroporacije, ki so se med seboj razlikovale glede na uporabljene 
elektroporacijske pulze in število uporabljenih celic za eno elektroporacijo.  
 
 
Slika 13: Uspešnost transfekcije prikazana v odstotkih za tri različne izvedbe elektroporacije določena 
drugi dan od izvedbe elektroporacije. V primeru A) smo uporabili 1 × 106 celic/elektroporacijo in 
preizkusili tri različne količine dodane plazmidne DNA (10, 30 in 50 µg) ter dve vrsti 
elektroporacijskih pulzov (pulzi 2 in 5). V primeru B) smo uporabili 5 × 105 celic/elektroporacijo in 
preizkusili tri različne količine dodane plazmidne DNA (10, 30 in 50 µg) ter dve vrsti 
elektroporacijskih pulzov (pulzi 2 in 5).  V primeru C) smo uporabili 2,5 × 105 celic/elektroporacijo in 
preizkusili tri različne količine dodane plazmidne DNA (10, 30 in 50 µg) ter dve vrsti 
elektroporacijskih pulzov (pulzi 1 in 2). 
    
Iz dobljenih rezultatov lahko vidimo, da v primeru, ko smo elektroporacijo izvedli s pulzi 2 
in uporabili 1 × 106 celic na elektroporacijo, se je z večanjem količine dodane plazmidne 
DNA višala tudi uspešnost transfekcije. Tako smo pri dodatku 50 µg plazmidne DNA 
imeli uspešnost 1,34 %, pri dodatku 30 µg 0,16 % in pri dodatku 10 µg le 0,02 % (Slika 13 
A). Pri ostalih preizkušenih kombinacijah do takšnega trenda ni prišlo. Na primer v 
primeru kjer smo za elektroporacijo uporabili pulze 5 in 5 × 105 celic na elektroporacijo 
spreminjanje količina dodane plazmidne DNA ni imelo velikega vpliva, saj je bila 
uspešnost transfekcije skoraj enaka pri vseh treh količinah plazmidne DNA, poleg tega pa 
je pri pulzih 2 uspešnost transfekcije pri dodatku 50 µg plazmidne DNA manjša kot pri 
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dodatku 30 µg, kar se je izkazalo tudi v primeru kjer smo uporabili pulze 2 in 2,5 × 105 
celic na elektroporacijo (Slika 13 B in 13 C).  
Preverili smo tudi ali ima število celic, ki se uporabi za eno elektroporacijo, vpliv na 
uspešnost transfekcije. Na istem biološkem vzorcu celic smo v dveh ločenih izvedbah 
elektroporacije, kjer smo uporabili dve vrsti elektroporacijskih pulzov (pulzi 2 in 5), 
preizkusili različno količino celic na elektroporacijo in sicer pri uporabi pulzov 2 smo 
preizkusili tri različne (2,5 × 105, 5 × 105 in 1 × 106 celic/elektroporacijo) pri uporabi 
pulzov 5 pa samo dve različni količini celic in sicer 5 × 105 in 1 × 106 
celic/elektroporacijo. V obeh izvedbah elektroporacije smo preizkusili tudi dve različni 
količini dodane plazmidne DNA/elektroporacijo in sicer 10 in 30 µg.  
 
 
Slika 14: Uspešnost transfekcije prikazana v odstotkih za dve različni izvedbi elektroporacije določena 
drugi dan od izvedbe elektroporacije. V primeru A) smo uporabili pulze 2 in preizkusili tri različne 
količine celic/elektroporacijo (2,5 × 105, 5 × 105 in 1 × 106 ) in dve različni količini dodane plazmidne 
DNA/elektroporacijo (10 in 30 µg). V primeru B) smo uporabili pulze 5 in preizkusili dve različni  
količini celic/elektroporacijo (5 × 105 in 1 × 106) in dve različni količini dodane plazmidne 
DNA/elektroporacijo (10 in 30 µg). 
 
Pri izvedbi elektroporacije kjer smo uporabili pulze 2 (Slika 14 A) smo dobili najvišjo 
uspešnost transfekcije pri uporabi 5 × 105 celic/elektroporacijo, tako v primeru kjer smo 
dodali 10 µg plzamidne DNA/elektroporacijo (5,1 % uspešnost transfekcije), kot tudi pri 
dodatku 30 µg plazmidne DNA/elektroporacijo (5,34 % uspešnost elektroporacije). Pri tej 
izvedbi elektroporacije smo tako pri uporabi  2,5 × 105 celic/elektroporacijo kot tudi 1 × 
10
6
 celic/elektroporacijo dobili nizke uspešnosti transfekcije. Pri izvedbi elektroporacije 
kjer smo uporabili pulze 5 (Slika 14 B) pa smo v primeru dodatka 10 µg plazmidne 
DNA/elektroporacijo dobili boljše rezultate pri uporabi  1 × 106 celic/elektroporacijo (2,80 
% uspešnost transfekcije) kot v primeru uporabe 5 × 105 celic/elektroporacijo (2,13 % 
uspešnost transfekcije), v primeru dodatka 30 µg plazmidne DNA/elektroporacijo pa ravno 
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obratno in je bila uspešnost transfekcije višja pri uporabi 5 × 105 celic/elektroporacijo (2,43 
% uspešnost transfekcije).  
 
Glede na podatke iz literature naj bi na uspešnost transfekcije vplivala tudi sestava oziroma 
vrsta medija v katerem se celice nahajajo med samo izvedbo elektroporacije. Pri našem 
delu smo preizkusili dva različna medija in sicer v laboratoriju pripravljen 
elektroporacijski pufer z znano sestavo in komercialni medij Opti-MEM.  
 
 
Slika 15: Uspešnost transfekcije prikazana v odstotkih za dva različni vrsti uporabljenih pulzov (pulzi 
1 in pulzi 2), tri različne količine dodane plazmidne DNA/elektroporacijo (10 µg, 30 µg in 50 µg) in dve 
vrsti pufra (Opti-MEM in elektroporacijski pufer) določena drugi dan od izvedbe elektroporacije. 
Uporabili smo 2,5 × 105 celic/elektroporacijo. 
 
Iz rezultatov lahko povzamemo, da smo v povprečju dobili boljše rezultate pri uporabi 
elektroporacijskega pufra kot pri uporabi medija Opti-MEM. To nakazujejo rezultati 
elektroporacije kjer smo uporabili pulze 1 in dodali 30 µg plazmidne DNA/elektroporacijo, 
kot tudi pri dodatku 50 µg plazmidne DNA/elektroporacijo. Podobno je razvidno tudi iz 
rezultatov, kjer smo celice elektroporirali s pulzi 2 in sicer smo dobili višjo uspešnost 
transfekcije pri uporabi elektroporacijskega pufra v primeru dodatka 10 in 50 µg 
plazmidne DNA/elektroporacijo. 
Razlika v uspešnosti transfekcije med uporabo elektroporacijskega pufra in medija Opti-
MEM se je izkazala tudi pri pogojih elektroporacije, ki so vključevali uporabo pulzov 2, 10 
µg plazmidne DNA/elektroporacijo in 1 × 106 celic/elektroporacijo, kjer smo pri uporabi 
enega biološkega vzorca celic in medija Opti-MEM dobili 0,02 % uspešnost transfekcije, 
pri uporabi elektroporacijskega pufra in drugega biološkega vzorca celic pa 6,39 % 
uspešnost transfekcije (Slika 16).  
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Slika 16: Uspešnost transfekcije prikazana v odstotkih za dve različni vrsti elektroporacijskega medija 
(Opti-MEM in elektroporacijski pufer) in dva različna biološka vzorca celic določena drugi dan od 
izvedbe elektroporacije. 
4.4 USPEŠNOST LIPOFEKCIJE Z UPORABO PLAZMIDA pEGFP N1  
 
Slika 17: Uspešnost transfekcije prikazana v odstotkih za pet različnih razmerij med DNA in 
reagentom lipofektaminom (LPF) določena za drugi dan od izvedbe lipofekcije. 
 
Pri transfekciji z uporabo lipofektamina smo preizkusili pet različnih razmerij med DNA in 
lipofektaminom. Splošno gledano je bila uspešnost lipofekcije zelo nizka, saj je bila 
najvišja uspešnost malo čez 0,5 %. Glede na rezultate se je najbolje izkazalo razmerje 1:5, 
kjer je bila uspešnost 0,53 %, najslabše pa razmerje 1:3, kjer je bila uspešnost le 0,14 %, ki 
pa se je le za 0,02 % razlikovalo od razmerja 1:2 (0,16 % uspešnost).  
4.5 KLONOGENOST 
S testom klonogenosti smo preverili, v kakšni meri dodatek plazmidne DNA in 
elektroporacija vpliva na preživetje celic. Delež preživelih celic, ki so zmožne tvorjenja 
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kolonij, normaliziran na kontrolno netretirano skupino, nam pove citotoksičnost testirane 
molekule, reagenta, snovi ali sevanja. Testirali smo tri različne tipe pulzov (skupine 
označene EP) in njihovo kombinacijo z dodatkom 10 µg  plazmida pEGFP N1 na 
elektroporacijo (skupine označene z GET). Test klonogenosti smo izvajali vzporedno kot 
test za ugotavljanje uspešnosti transfekcije pri prvi izvedbi elektroporacije. 
 
 
Slika 18: Preživelost celic izražen v odstotkih za tri različne testirane elektroporacijske pulze (EP1: 
U/d = 1300 V/cm, ν = 4 Hz, Ti = 100 µs, Ni = 6, Ns = 3, EP2: U/d = 600 V/cm, ν = 1 Hz, Ti = 5000 µs, Ni 
= 8, Ns = 3 in EP3: U/d = 500 V/cm, ν = 1 Hz, Ti = 5000 µs, Ni = 8, Ns = 3) brez dodane plazmidne 
DNA. Pri elektroporacijah smo uporabili 1 × 106 celic/elektroporacijo brez dodatka plazmidne DNA. 
 
 
 
Slika 19: Preživelost celic izražen v odstotkih za tri različne testirane elektroporacijske pulze (GET1: 
U/d = 1300 V/cm, ν = 4 Hz, Ti = 100 µs, Ni = 6, Ns = 3, GET2: U/d = 600 V/cm, ν = 1 Hz, Ti = 5000 µs, 
Ni = 8, Ns = 3 in GET3: U/d = 500 V/cm, ν = 1 Hz, Ti = 5000 µs, Ni = 8, Ns = 3). Pri elektroporacijah 
smo uporabili 10 µg plazmidne DNA in 1 × 106 celic/elektroporacijo. 
 
Največji odstotek preživelih celic je bil pri uporabi pulzov 3, tako v skupini kjer smo 
testirali samo elektroporacijske pulze (skupina EP3, 24,3 % preživelost), kot tudi v skupini 
kjer smo testirali kombinacijo pulzov in plazmidne DNA (skupina GET3, 29,91 % 
preživelost). Preživelost celic je bila dokaj nizka v obeh primerih testiranja pulzov 1 (EP1 
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preživelost celic 2,46 %, GET1 preživelost celic 3,85 %) in pulzov 2 (EP2 preživelost celic 
4,23 %, GET2 preživelost celic 2,35 %). Glede na dobljene rezultate ne moremo posplošiti, 
da ima kombinacija elektroporacijskih pulzov in plazmidne DNA večji oziroma manjši 
vpliv na preživetje celic od uporabe samih elektroporacijskih pulzov, saj je v primeru 
GET1 in GET3 preživelost večja kot pri EP1 in EP3, pri pulzih 2 pa je preživelost večja v 
primeru same elektroporacije (EP2), kot pri kombinaciji elektroporacije in dodatka 
plazmidne DNA (GET2). Glede na dobljene rezultate, lahko trdimo, da so pulzi 3 najmanj 
agresivni in citotoksični za celice, saj je preživelost v tem primeru najvišja. Kljub temu pa 
lahko opazimo, da tako elektroporacijski pulzi, kot elektroporacija z uporabo plazmidne 
DNA vidno vplivata na viabilnost in preživetje celic, saj je v najboljšem primeru preživelo 
le okoli 30 % vseh celic, v najslabšem pa manj kot 2,5 % celic.     
4.6 USPEŠNOST TRANSFEKCIJE S PLAZMIDOM pcDNA3.1zeo+sccaIL12  
Elektroporacijo z uporabo plazmida pcDNA3.1zeo+sccaIL12 smo izvedli šestkrat. Pri prvi 
izvedbi elektroporacije smo preizkusili en tip elektroporacijskih pulzov (pulzi 2: U/d = 
1500 V/cm, ν = 1 Hz, Ti = 100 µs, Ni = 8, Ns = 4) in tri različne količine dodane 
plazmidne DNA (10 µg, 30 µg in 50 µg). Na eno elektroporacijo smo uporabili 5 × 105 
celic. Selekcijo smo nato izvajali 32 dni s selekcijskim medijem, ki je vseboval 500 µg/ml 
zeocina. Celice so že v prvem tednu vidno odmirale, po 32 dneh pa v nobeni izmed treh 
gojitvenih posodicah 75 cm
2
 ni bilo več živih celic, zato smo selekcijo prekinili in nam 
tako ni uspelo pridobiti stabilne linije pasjih matičnih celic, ki bi izražale IL-12. 
Vzporedno z izvajanjem selekcije elektroporiranih celic smo v kulturi vzdrževali tudi 
kontrolno skupino ne-elektroporiranih celic, katere nismo presajali, ampak smo jim samo 
trikrat tedensko menjali rastni medij, ki ni vseboval selekcijskega antibiotika. Celice so v 
prvem tednu dosegle 100 % konfluentnost. Do konca izvajanja selekcije so ostale pritrjene 
na podlago, kar nakazuje, da so bile še vedno žive, se pa zaradi kontaktne inhibicije niso 
več delile. V kulturi so se začeli oblikovati tudi tridimenzionalni skupki celic, kar nakazuje 
na začetek diferenciacije celic.  
Pri drugi izvedbi elektroporacije smo preizkusili dva različna tipa elektroporacijskih 
pulzov (pulzi 2: U/d = 1500 V/cm, ν = 1 Hz, Ti = 100 µs, Ni = 8, Ns = 4 in pulzi 1: U/d = 
1300 V/cm, ν = 4 Hz, Ti = 100 µs, Ni = 6, Ns = 4) in dve različni količini dodane 
plazmidne DNA (10 µg in 30 µg). Za eno elektroporacijo smo uporabili 1 × 106 celic. 
Elektroporirane celice vsake skupine smo razdelili v tri gojitvene posodice 25 cm
2
, kar 
nam je omogočilo izvajanje selekcije v treh različno dolgih obdobjih. Vidno odmiranje 
celic je bilo mogoče opaziti že drugi dan po dodatku selekcijskega gojišča. Po enem tednu 
izvajanja selekcije je odmrla že večina celic, po 14 dneh pa v nekaterih gojitvenih 
posodicah živih celic sploh ni bilo več. Tako smo v eni izmed paralelk testne skupine 
prenehali s selekcijo in celicam dodali navadno gojišče, ampak ker ni bilo več viabilnih 
celic, v teh gojitvenih posodicah ni prišlo do rasti celic. V preostalih dveh gojitvenih 
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posodicah smo s selekcijo nadaljevali še en teden, vendar neuspešno, saj ni preživela 
nobena celica in nam tako zopet ni uspelo pridobiti stabilno transfecirane linije. Tudi v tem 
primeru smo imeli kontrolno skupino ne-elektroporiranih celic, ki smo jih vzdrževali v 
kulturi do konca izvajanja selekcije.      
Pri tretji izvedbi elektroporacije z uporabo plazmida pcDNA3.1zeo+sccaIL12 smo 
preizkusili tri različne tipe elektroporacijskih pulzov (pulzi 2: U/d = 1500 V/cm, ν = 1 Hz, 
Ti = 100 µs, Ni = 8, Ns = 5; pulzi 3: U/d = 1700 V/cm, ν = 1 Hz, Ti = 100 µs, Ni = 8, Ns = 
5 in pulzi 4: U/d = 2500 V/cm, ν = 1 Hz, Ti = 100 µs, Ni = 1, Ns = 5). Za eno 
elektroporacijo smo uporabili 1 × 106 celic in 10 µg plazmidne DNA. Elektroporirane 
celice vsake skupine smo razdelili v dve gojitveni posodici 75 cm
2
, pri čemer smo v eni 
izmed paralelk celice zamrznili v tekočem dušiku drugi dan od elektroporacije, pri drugi 
paralelki pa smo selekcijo izvajali šest dni ter tako osmi dan od elektroporacije celice 
zamrznili v tekočem dušiku. Iz zamrznjenih celic smo izolirali RNA, ki smo jo kasneje 
uporabili za detekcijo izražanja IL-12 na mRNA nivoju z uporabo metode qPCR.    
S četrto, peto in šesto izvedbo elektroporacije smo želeli samo ponoviti elektroporacijo s 
pulzi 3 (U/d = 1700 V/cm, ν = 1 Hz, Ti = 100 µs, Ni = 8) na drugem biološkem vzorcu 
celic, v treh ponovitvah. V teh primerih smo uporabili sveže izolirane pasje matične celice, 
kjer smo v četrti in peti izvedbi uporabili prvo pasažo celic, v šesti izvedbi pa drugo pasažo 
celic. S celicami nižje pasaže smo želeli preveriti, ali bo to imelo vpliv na selekcijo in 
uspešnost transfekcije, saj so navadno celice nižje pasaže bolj vitalne od kasnejših pasaž, 
kar bi lahko vplivalo na boljše prenašanje stresa ob elektroporaciji in selekciji. Na 
elektroporacijo smo uporabili 1 × 106 celic in 10 µg plazmidne DNA. Pri četrti izvedbi 
elektroporacije smo vse skupaj elektroporirali 6 × 106 celic (šest elektroporacij). 
Elektroporirane celice smo razdelili na polovico v dve gojitveni posodici, kjer smo v eni 
izvajali selekcijo 32 dni, celice v drugi posodici pa smo po 48 h od elektroporacije 
zamrznili v tekočem dušiku in nato iz njih izolirali RNA. Kljub uporabi celic prve pasaže, 
selekcija ni bila uspešna in smo med procesom selekcije izgubili vse celice.  
Pri peti in šesti izvedbi elektroporacije smo skupaj elektroporirali  3 × 106 celic na izvedbo 
elektroporacije. Selekcije v teh dveh primerih nismo izvajali, ampak smo po 48 h od 
elektroporacije celice zamrznili v tekočem dušiku, iz njih izolirali RNA in nato nadaljevali 
s qPCR.  
4.7 IZRAŽANJE IL-12 NA mRNA NIVOJU  
4.7.1 Učinkovitost qPCR 
Ker učinkovitost podvojevanja DNA ni vedno 100 %, smo učinkovitosti podvojevanja 
najprej izračunali s pomočjo umeritvene krivulje. Umeritveno krivuljo smo dobili tako, da 
smo qPCR izvedli za štiri redčitve cDNA (neredčen vzorec, 10-krat redčen, 100-krat 
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redčen in 1000-krat redčen) in nato iz dobljenega naklona premice preračunali 
učinkovitost.   
 
 
Slika 20: Umeritvena krivulja za par začetnih oligonukleotidov za detekcijo izražanja preiskovanega 
gena caIL-12. 
 
 
Slika 21: Umeritvena krivulja za par začetnih oligonukleotidov za detekcijo izražanja referenčnega 
gena HPRT. 
 
Iz dobljenih premic smo izračunali učinkovitost qPCR, ki je bila v primeru preiskovanega 
gena caIL-12 2,16, za referenčni gen HPRT pa 2,44. Dovolj dober približek obeh vrednosti 
nam je omogočil, da smo za relativno kvantifikacijo uporabili ΔΔCt metodo in 
predpostavili, da je učinkovitost podvojevanja 2.  
Glede na dobljene rezultate smo tudi določili, da je 10-kratna redčitev vzorca primerna za 
uporabo v nadaljnjih izvedbah qPCR za detekcijo izražanja preiskovanega (IL-12) in 
referenčnega (HPRT) gena.  
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4.7.2 Relativna kvantifikacija izražanja caIL-12 
 
Slika 22: Ekspresija pasjega IL-12 drugi dan od izvedbe elektroporacije (brez selekcije) in po šestih 
dneh izvajanja selekcije za tri različne vrste elektroporacijskih pulzov (pulzi 2: U/d = 1500 V/cm, ν = 1 
Hz, Ti = 100 µs, Ni = 8, Ns = 5, pulzi 3: U/d = 1700 V/cm, ν = 1 Hz, Ti = 100 µs, Ni = 8, Ns = 5 in pulzi 4: 
U/d = 2500 V/cm, ν = 1 Hz, Ti = 100 µs, Ni = 1, Ns = 5). Pri elektroporaciji smo uporabili 10 µg 
plazmidne DNA pcDNA3.1zeo+sccaIL12/elektroporacijo in 1 × 106 celic/elektroporacijo.    
 
Kot najbolj uspešni pulzi pri elektroporaciji z uporabo terapevtskega plazmida 
pcDNA3.1zeo+sccaIL12 so se izkazali pulzi 4, kjer je bila ekspresija pasjega IL-12 na 
drugi dan od elektroporacije kar 257,19-krat višja od kontrolne skupine (neelektroporirane 
celice). Najslabši rezultat pa smo dobili pri uporabi pulzov 5, kjer je bila ekspresija IL-12 
le za 13,03-krat večja od kontrolne skupine. Ekspresija IL-12 je bila vidno boljša na drugi 
dan po izvedbi elektroporacije, kot pa po šestih dneh izvajanja selekcije.  
Pri treh ločenih ponovitvah elektroporacije na drugem biološkem vzorcu celic z uporabo  
pulzov 3 (U/d = 1700 V/cm, ν = 1 Hz, Ti = 100 µs, Ni = 8), za katere smo dobili najboljšo 
uspešnost transfekcije pri predhodni izvedbi elektroporacije s pcDNA3.1zeo+sccaIL12, 
smo dobili precej raznolike rezultate (Slika 23).  
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Slika 23: Ekspresija pasjega IL-12 drugi dan po izvedbi elektroporacije (brez selekcije) pri štirih 
ločenih ponovitvah elektroporacije s pulzi 3 (U/d = 1700 V/cm, ν = 1 Hz, Ti = 100 µs, Ni = 8). Pri 
elektroporacijah smo uporabili 10 µg plazmidne DNA pcDNA3.1zeo+sccaIL12/elektroporacijo in 1 × 
10
6
 celic/elektroporacijo.    
 
Glede na vse štiri izvedbe elektroporacije s pulzi 3, se je transgen caIL-12 v povprečju 
151,8-krat (standardna napaka ± 38,65) bolj izražal od negativne kontrole ne-
elektroporiranih celic.  
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5   RAZPRAVA 
Rakava obolenja so pri ljudeh v razvitem svetu drugi najpogostejši vzrok smrti, ravno tako 
pa je bolezen zelo razširjena pri psih, kjer 50 % psov starejših od 10 let oboli zanjo (WHO, 
2018; Davis in Ostrander, 2014). Razvijajoče področje zdravljenja raka je imunoterapija, ki 
z različnimi pristopi zdravljenja ponuja ugodne rešitve za tarčno uničenje tumorskih celic. 
Eno izmed področji imunoterapije je tudi uporaba citokinov za nespecifično aktivacijo 
lastnega imunskega sistema, pri čemer se je uporaba citokina IL-12 v namene zdravljenja 
raka izkazala za učinkovit pristop. Rekombinantni terapevtski proteini imajo navadno 
kratek razpolovni čas, zato je njihova uporaba zahtevna. Za terapijo so potrebne visoke 
koncentracije vnosa v telo, kar vodi do številnih negativnih stranskih učinkov (Riley in 
sod., 2019; Seo in sod., 2011; Ventola, 2017). Genska terapija tako predstavlja dobro 
rešitev pri reševanju uporabe terapevtskih proteinov. V koraku z novimi pristopi 
imunoterapije se razvijajo tudi dostavni sistemi terapevtskih učinkovin. Matične celice so 
zaradi svojega tropizma k tumorjem primerni kandidati za dostavne sisteme tako 
terapevtskih učinkovin, kot tudi primerni kandidati za gensko terapijo. Do danes je bilo v 
strokovni literaturi kar nekaj objav o uporabi matičnih celic, ki izražajo tuje terapevtske 
proteine, v namene dostavnega sistema pri terapiji raka. Trenutno potekajo tri klinične 
študije, ki uporabljajo gensko spremenjene MMC za zdravljenje rakavih obolenj. Poleg 
tega so v številnih študijah raziskovali vplive gensko spremenjenih MMC, ki izražajo IL-
12, in poročali o pozitivnih terapevtskih učinkih pri poskusnih živalih in celičnih modelih. 
Obstaja tudi že cepivo z MMC(IL-12), znano pod imenom GX-051, ki je že prestalo 
klinične študije in naj bi se uporabljalo za intratumorsko aplikacijo pri bolnikih z 
napredovano obliko raka glave in vratu (NLM, 2019c). Uporabe pasjih matičnih celic za 
namene dostavnega sistema pri terapiji raka v literaturi nismo zasledili, kot tudi ne gensko 
spremenjenih pasjih MC, ki izražajo pasji IL-12. Poleg tega ni na voljo veliko podatkov o 
ne-virusnih metodah transfekcije pasjih MC. V našem delu smo se tako osredotočili na 
pridobivanje stabilno transfecirane linije pasjih MC, ki bi v zadostni meri proizvajale pasji 
IL-12 in bi tako lahko služile za terapevtske namene pri zdravljenju rakavih obolenj psov. 
Ker so za klinično uporabo ne-virusni pristopi transfekcije varnejši od virusnih, smo linijo 
stabilno transfeciranih celic poskušali pridobiti z uporabo elektroporacije in lipofekcije. 
Ker se je pes zaradi svoje morfološke podobnosti s človekom izkazal za najbolj primerni 
model v predkliničnih študijah, bodo ugotovitve te magistrske naloge pripomogle tudi k 
spoznanjem in razvoju protirakavih terapij v humani medicini (de Bakker in sod., 2013).  
S prvo zastavljeno hipotezo smo predpostavili, da lahko pridobimo stabilno transfecirane 
pasje matične celice, ki izražajo IL-12. Cilj naloge je bila tako optimizacija postopka za 
transfekcijo pasjih matičnih celic. Zaradi lažje detekcije uspešno transfeciranih celic, smo 
najprej metodi optimizirali z uporabo plazmida, ki nosi zapis za reporterski protein – zeleni 
fluorescenčni protein (angl. GFP). Kljub temu, da se rezultati transfekcije z reporterskim 
genom pogosto ne ujemajo z rezultati transfekcije s terapevtskimi geni (Kamenšek in sod., 
2017), je to navadno en izmed prvih korakov optimizacije elektroporacijskih parametrov 
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določene celične linije. Optimizacije elektroporacije smo se lotili s preizkušanjem treh 
različnih vrst elektroporacijskih pulzov, ki so se izkazali za uspešne pri elektroporaciji 
številnih sesalskih celičnih linij. Uspešnost transfekcije smo tako ocenili po dveh in treh 
dneh od elektroporacije in za najboljšo vrsto pulzov so se v tem primeru izkazali pulzi 1  
(U/d = 1300 V/cm, ν = 4 Hz, Ti = 100 µs, Ni = 6, Ns = 3), kjer je bila uspešnost 
transfekcije 3,39 %, najslabše pa pulzi 2 (U/d = 600 V/cm, ν = 1 Hz, Ti = 5000 µs, Ni = 8, 
Ns = 3), kjer je bila uspešnost transfekcije le 0,13 % (Slika 7). Ti rezultati nakazujejo, da 
so za elektroporacijo pasjih matičnih celic bolj ustrezni pulzi višje napetosti (U) in krajšega 
trajanja (Ti). Poleg tega pa smo s testom klonogenosti ugotovili, da so ti pulzi hkrati 
najbolj agresivni za celice, saj je kar veliko celic umrlo po elektroporaciji in je bilo 
preživetje nižje od 4 %. Glede na preživelost celic so najbolj optimalni pulzi 3 (U/d = 500 
V/cm, ν = 1 Hz, Ti = 5000 µs, Ni = 8, Ns = 3), kjer je preživelo nekoliko manj kot 30 % 
celic, vendar je bila sama uspešnost elektroporacije v primeru uporabe teh pulzov nizka 
(2,02 %) (Slika 7 in 19). V študiji Ferreira in sod. (2008) so domnevali, da nastajanje 
toplote zaradi Joulovega efekta pri pulzih nizke napetosti in dolgega trajanja, škodljivo 
vpliva na sposobnost preživetja celic. Zavedati pa se je potrebno, da je temperatura pri 
kateri pride do poškodb specifična za vrsto celic in molekul (Yarmush in sod., 2014). 
Glede na rezultate ne moremo zaključiti, da ima kombinacija elektroporacijskih pulzov in 
plazmidne DNA večji oziroma manjši vpliv na preživetje celic od uporabe samih 
elektroporacijskih pulzov, saj je v primeru GET1 in GET3 preživelost večja kot pri EP1 in 
EP3, pri pulzih 2, pa je preživelost večja v primeru same elektroporacije (EP2), kot pri 
kombinaciji elektroporacije in dodatka plazmidne DNA (GET2) (Slika 18 in 19). 
Uspešnost transfekcije zaradi previsoke konfluentnosti celic nismo določili za šesti in 
petnajsti dan po elektroporaciji. Celice smo vseeno slikali in iz slik je razvidno, da se 
število celic, ki fluorescirajo, manjša, poleg tega pa tudi jakost fluorescence upada 
sorazmerno s časom, ki je potekel od elektroporacije (Slike 8 do 11). Z elektroporacijo 
smo dosegli le prehodno transfekcijo, pri čemer plazmidi ostajajo v celici episomalno in se 
zato z delitvami celic izgubljajo iz njih. To pojasnjuje, da je s časom vedno manj celic 
svetilo, kot tudi, da so nekatere celice svetile manj intenzivno. Razliko v intenziteti 
fluorescence med celicami lahko pojasnimo tudi s tem, da so nekatere celice med 
elektroporacijo sprejele več kopij plazmidne DNA in so posledično proizvajale tudi večjo 
količino reporterskega proteina. Pri izvedbi elektroporacije smo imeli tudi kontrolo, kjer 
smo celicam dodali plazmidno DNA, ampak celice nismo izpostavili električnim pulzom. 
S to kontrolo smo želeli preveriti ali celice sprejmejo plazmid brez prisotnosti zunanjega 
električnega polja. Izkazalo se je, da v našem primeru do tega ni prišlo, saj ni nobena celica 
fluorescirala, kar je dokaz, da pasje MMC plazmidne DNA niso sprejele kar spontano, 
ampak so za to bili potrebni električni pulzi.   
Za nadaljnja izvajanja elektroporacij, smo v literaturi poskusili najti elektroporacijske 
parametre primerne za elektroporiranje pasjih MC, vendar izrecno za pasje mezenhimske 
matične celice nismo našli primernih podatkov. Večina elektroporacijskih protokolov 
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temelji na uporabi specifičnega generatorja električnih pulzov in komercialnih pufrov, 
poleg tega pa sami parametri elektroporacije niso poznani, ampak naprava deluje po 
principu »črne škatle« in ponuja uporabo predhodno nastavljenih programov, katerih 
parametri niso znani. Našli smo tudi elektroporacijske parametre, ki pa so bili podani s 
spremenljivkami neuporabnimi za naš generator električnih pulzov. Na primer, v študiji 
Helledie in sod. (2008) so poročali o 90 % uspešnosti transfekcije hMMC z uporabo 
elektroporacijskih parametrov (eksponencialni program z nastavitvami: 350 V, 950 µF in 
200 Ω), katere nismo mogli pretvoriti v zahtevane parametre za vnos v naš generator 
električnih pulzov. Kljub temu, nam je v literaturi uspelo najti nekaj elektroporacijskih 
parametrov (Preglednica 1), ki pa so bili v večini namenjeni za elektroporacijo humanih 
ali podganjih MMC. Med najdenimi protokoli so le trije imeli vse potrebne podatke s 
katerimi smo si lahko pomagali pri oblikovanju protokola za elektroporacijo pasjih MMC. 
V člankih so se tako kot najboljši elektroporacijski parametri izkazali pulzi s parametri U/d 
= 1500 V/cm, ν = 1 Hz, Ti = 100 µs, Ni = 8, št. celic/elektroporacijo = 5 × 105, kjer so v 
študiji Ferreira in sod. (2008) dosegli 29 % uspešnost transfekcije podganjih MMC s 
plazmidom, ki je nosil zapis za β-galaktozidazo, medtem ko so Liew in sod. (2013) z 
enakimi pulzi dosegli 33 % uspešnost transfekcije humanih MMC izoliranih iz kostnega 
mozga in 28 % uspešnost transfekcije humanih MMC izoliranih iz maščobnega tkiva z 
uporabo pCMV-GFP plazmida. Peister in sod. (2004) so z uporabo pulzov U/d = 3000 
V/cm, Ti = 100 µs, Ni = 1, št. celic/elektroporacijo = 1 × 106 dosegli 12 – 50 % uspešnost 
prehodne transfekcije hMMC pri elektroporaciji s plazmidom, ki je nosil zapis za GFP, 
poleg tega pa so z uporabo lineariziranega plazmida pridobili tudi stabilno linijo. Tekom 
naše optimizacije elektroporacijskih parametrov s plazmidom pEGFP N1 smo preizkusili 
tudi predhodno navedene pulze, pri čemer pa smo pri različnih izvedbah elektroporacije 
spreminjali a) število celic na elektroporacijo, b) količino dodane plazmidne DNA na 
elektroporacijo in c) vrsto medija za elektroporacijo. Tako smo pri pulzih U/d = 1500 
V/cm, ν = 1 Hz, Ti = 100 µs, Ni = 8, dobili najvišjo uspešnost transfekcije (6,39 %) in sicer 
pri elektroporaciji, kjer smo uporabili 1 × 10
6
 celic/elektroporacijo, dodali 10 µg plazmidne 
DNA/elektroporacijo in uporabili elektroporacijski pufer. Pri isti izvedbi elektroporacije 
smo preizkusili še pulze s parametri U/d = 1300 V/cm, ν = 4 Hz, Ti = 100 µs, Ni = 6, ki pa 
so se izkazali za slabše in smo v tem primeru dobili le 2,01 % uspešnost transfekcije (Slika 
12). 
Če med seboj primerjamo izvedbe elektroporacije z uporabo plazmida pEGFP N1, ki so 
bile izvedene pri enakih pogojih elektroporacije (10 µg plazmidne DNA/elektroporacijo, 1 
× 10
6
 celic/elektroporacijo in uporaba elektroporacijskega pufra) in se osredotočimo na 
elektroporacijske parametre, smo najvišjo uspešnost transfekcije dosegli z uporabo pulzov 
2 s parametri U/d = 1500 V/cm, ν= 1 Hz, Ti = 100 µs, Ni = 8, kjer smo dosegli 6,39 % 
uspešnost pri enem izmed uporabljenih bioloških vzorcev. Za druge najboljše pulze so se 
izkazali pulzi 1 z elektroporacijskimi parametri U/d = 1300 V/cm, ν = 4 Hz, Ti = 100 µs, 
Ni = 6, Ns = 3, kjer smo dosegli 3,39 % uspešnost transfekcije. Ti rezultati nakazujejo, da 
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celice lažje transfeciramo s pulzi višje jakosti in krajšega trajanja, kot s šibkejšimi in dlje 
trajajočimi pulzi. Preizkusili smo tudi pulze nižje jakosti in daljšega trajanja ter tako pri 
uporabi pulzov 6 (U/d = 600 V/cm, ν = 1 Hz, Ti = 5000 µs, Ni = 8, Ns = 3), dosegli 0,20 % 
uspešnost. Najboljše pulze smo preizkusili tudi na različnih bioloških vzorcih celic in 
izkazalo se je, da je uspešnost transfekcije odvisna od uporabljenega vzorca celic, saj so 
bile razlike med različnimi vzorci kar velike (Slika 12).   
Pričakovali smo, da se bo s povečanjem dodane količine plazmide DNA, povečala tudi 
uspešnost transfekcije, saj bodo celice imele na voljo več kopij plazmida in bo s tem lahko 
več celic plazmid sprejelo. V študiji Helledie in sod. (2008) se je izkazalo, da večja 
količina dodane plazmidne DNA vpliva na boljšo uspešnost, vendar glede na naše rezultate 
tega ne moremo popolnoma trditi. V nekaterih primerih se je izkazalo, da je večja količina 
dodane plazmidne DNA pripomogla k boljši uspešnosti. V primeru, ko smo elektroporacijo 
izvedli s pulzi 2 (U/d = 1500 V/cm, ν = 1 Hz, Ti = 100 µs, Ni = 8) in uporabili 1 × 106 celic 
na elektroporacijo se je z večanjem količine dodane plazmidne DNA višala tudi uspešnost 
elektroporacije. Tako smo pri dodatku 50 µg plazmidne DNA imeli uspešnost 1,34 %, pri 
dodatku 30 µg 0,16 % in pri dodatku 10 µg le 0,02 % (Slika 13 A). Pri ostalih primerih se 
trend naraščanja uspešnosti transfekcije v skladu z večanjem dodane količine plazmidne 
DNA ni pokazal. Poleg tega smo najvišjo uspešnost transfekcije dobili v primeru, kjer smo 
k elektroporacijski mešanici dodali le 10 µg plazmidne DNA/elektroporacijo (6,39 % 
uspešnost, Slika 12). Ob uporabi dodatka 10 µg plazmidne DNA/elektroporacijo so tudi 
Peister in sod. (2004) dobili najboljšo uspešnost transfekcije. Ta pojav lahko delno 
razložimo z napako pri meritvi, saj so v nekaterih primerih uspešnosti transfekcije zelo 
majhne in se med seboj zelo malo razlikujejo. Celice smo namreč šteli ročno z uporabo 
mikroskopa, pri čemer je prisoten faktor človeške napake. Obstaja tudi možnost, da lahko 
prevelika količina dodane plazmidne DNA deluje citotoksično in je zato uspešnost 
transfekcije nižja. Poleg tega pa se je potrebno zavedati, da se z dodajanjem večje količine 
plazmidne DNA tudi stroški pridobivanja transfeciranih celic večajo in je v primeru 
rutinske priprave prehodno transfeciranih celic zaželeno optimizirati pogoje pri uporabi 
manjše količine plazmidne DNA.  
Elektroporacijske pogoje smo optimizirali tudi s spreminjanjem števila celic na 
elektroporacijo. Z manjšanjem števila celic se povečuje razmerje med dodano plazmidno 
DNA in celicami v prid plazmidni DNA. Večina predhodno oblikovanih protokolov za 
elektroporacijo sesalskih celic na Oddelku za eksperimentalno onkologijo Onkološki 
inštitut Ljubljana temelji na uporabi 1 × 106 celic na elektroporacijo. Takšno število so 
uporabili tudi v študiji optimizacije parametrov elektroporacije hMMC (Peister in sod., 
2004). V študijah Ferreira in sod. (2008) in Liew in sod. (2013) pa so uporabili 5 × 105 
celic na elektroporacijo. Pri optimizaciji smo tako preizkusili 5 × 10
5
 celic/elektroporacijo, 
1 × 10
6
 celic/elektroporacijo, kot tudi manjšo število 2,5 × 105 celic/elektroporacijo. V 
študiji Helledie in sod. (2008) so dokazali, da se z zmanjševanjem števila celic na 
elektroporacijo uspešnost transfekcije ne zvišuje in so zato za izvajanje elektroporacije 
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uporabili 1 × 10
6
 celic/elektroporacijo. Naši rezultati so med seboj neskladni, saj smo pri 
izvedbi elektroporacije, kjer smo uporabili pulze 2, dobili najvišjo uspešnost transfekcije 
pri uporabi 5 × 105 celic/elektroporacijo, tako v primeru kjer smo dodali 10 µg plzamidne 
DNA/elektroporacijo, kot tudi pri dodatku 30 µg plazmidne DNA/elektroporacijo. Pri tej 
izvedbi elektroporacije smo tako pri uporabi  2,5 × 105 celic/elektroporacijo kot tudi 1 × 
10
6
 celic/elektroporacijo dobili nizke uspešnosti transfekcije (Slika 14 A). Pri izvedbi 
elektroporacije kjer smo uporabili pulze 5 pa smo v primeru dodatka 10 µg plazmidne 
DNA/elektroporacijo dobili boljše rezultate pri uporabi  1 × 106 celic/elektroporacijo, v 
primeru dodatka 30 µg plazmidne DNA/elektroporacijo pa je bila uspešnost transfekcije 
višja pri uporabi 5 × 105 celic/elektroporacijo (Slika 14 B). Pravo število celic na 
elektroporacijo je pomembno, saj le zadostno število zagotavlja primerno prevodnost pri 
izvajanju pulziranja, kar omogoča tudi največjo učinkovitost delovanja nastavljenih 
električnih pulzov. Poleg tega v primeru, da ostaja količina dodane plazmidne DNA 
nespremenjena in se manjša samo število celic na elektroporacijo, lahko to zopet privede 
do citotoksičnega učinka prevelike količine dodane plazmidne DNA, saj v tem primeru 
pride do enakega pojava kot pri povečevanju količine dodane plazmidne DNA ob 
nespremenjenem številu celic.  
Pri izvajanju elektroporacij smo uporabili dva različna medija in sicer medij Opti-MEM, ki 
je komercialni medij, za katerega je znano, da ima pozitivne učinke na uspešnost 
transfekcije in so ga uporabili tudi v študiji Helledie in sod. (2008), ter elektroporacijski 
pufer z znano sestavo, pripravljen v laboratoriju in navadno uporabljen pri izvajanju 
elektroporacij na Oddelku za eksperimentalno onkologijo Onkološki inštitut Ljubljana. Ker 
nismo dobili enakih uspešnosti elektroporacije pri izvajanju elektroporacij z medijem Opti-
MEM in elektroporacijskim pufrom, smo to želeli preveriti tudi na istem vzorcu celic v isti 
izvedbi elektroporacije. V tem primeru se je izkazalo, da je splošno gledano boljši medij 
elektroporacijski pufer (Slika 15). Poleg tega smo najvišjo uspešnost transfekcije (6,39 %) 
dobili ravno ob uporabi elektroporacijskega pufra. Glede na dobljene rezultate ne moremo 
z gotovostjo trditi, kateri pufer je primernejši, ampak smo zaradi dostopnosti in stroškovne 
ugodnosti pri večini elektroporacij uporabljali elektroporacijski pufer. V študiji Ferreira in 
sod. (2008) so pri optimizaciji pogojev elektroporacije optimizirali tudi sestavo 
elektroporacijskega pufra. Izkazalo se je da je prevodnost pufra pomembna, saj so dobili 
štirikrat boljšo uspešnost elektroporacije pri pufru z višjo prevodnostjo (1,6 S/m), kot pri 
pufru z nižjo prevodnostjo (0,15 S/m). Podatkov o prevodnosti medija Opti-MEM in 
elektroporacijskega pufra nimamo, zato težko pojasnimo zakaj smo pri uporabi 
elektroporacijskega pufra dobili boljše rezultate. 
 Poleg elektroporacije smo celice poskusili transfecirati tudi z uporabo kemijske metode in 
sicer lipofekcije. V študiji Helledie in sod. (2008) so preizkusili več različnih komercialnih 
reagentov za izvajanje lipofekcije, vendar v nobene primeru niso dosegli visoke uspešnosti 
transfekcije. Poleg tega se je v študiji izkazala elektroporacija kot bolj primerna metoda 
transfekcije hMMC. Znano je, da je primarne celične kulture težko transfecirati, še posebej 
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s kemijskimi metodami, saj so slabo dovzetne za sprejem tuje DNA. Lipofekcija je hitra in 
preprosta tehnika, vendar citotoksični učinki, ki lahko potencialno spremenijo fenotip 
hMMC, onemogočajo njeno široko uporabo. V našem primeru smo za transfekcijo celic 
uporabili reagent Lipofectamine™ LTX Reagent with PLUS™ Reagent, vendar smo v 
najboljšem primeru dosegli manj kot 1 % uspešnost. Testirali smo pet različnih razmerji 
med DNA in lipofektaminom, pri čemer se je za najboljše izkazalo razmerje 1:5, kjer smo 
dosegli 0,53 % uspešnost. Ker se med seboj rezultati uspešnosti transfekcije pri različnih 
preizkušenih razmerjih med DNA in lipofektaminom le malo razlikujejo, težko trdimo, da 
ni to le posledica napake pri meritvi, ampak da gre za dejansko razliko. Kljub slabi 
uspešnosti lipofekcije, o kateri so poročali v članku Helledie in sod. (2008), so vendarle v 
najslabšem primeru dosegli okoli 5 % uspešnost transfekcije. Poleg tega so v študiji Yang 
in sod. (2004) pridobili nevralne matične celice, ki izražajo IL-12, z uporabo 
lipofektamina. Točnih razlogov za tako nizko uspešnost transfekcije v našem primer ne 
poznamo. Možnost je, da testirana razmerja med DNA in lipofektaminom niso bila 
ustrezna. Kot pri večini metodah transfekcije tudi pri lipofekciji igrajo številni faktorji 
pomembno vlogo, zato je potrebna optimizacija pogojev za določen tip celic. Na  trgu so 
tudi na voljo številni različni reagenti za izvajanje lipofekcije, pri čemer so lahko nekateri 
primernejši od reagenta Lipofectamine™ LTX Reagent with PLUS™ Reagent za 
transfekcijo pasjih MMC. Na spletnem blogu namenjenemu raziskovalcem 
(https://www.researchgate.net) so številni poročali o slabi uspešnosti uporabe kemijskih 
metod za transfekcijo MMC, zato smo se odločili, da se raje osredotočimo na optimizacijo 
elektroporacijskih parametrov. Elektroporacija je poleg tega, da je glede na rezultate 
najdene v strokovni literaturi obetala več, tudi cenejša metoda od lipofekcije. V zadnjem 
času pa se razvijajo tudi številni novi perspektivni kemijski pristopi in reagenti za 
transfekcijo MMC. Na primer v članku Hu in sod. (2014) so z uporabo spermin-
pululan/DNA nanodelcev pridobili podganje MMC, ki so izražale IL-12.    
Prostora za optimizacijo pogojev elektroporacije je še veliko. V našem primeru smo se 
osredotočili samo na optimizacijo elektroporacijskih parametrov, števila 
celic/elektroporacijo, količino dodane plazmidne DNA/elektroporacijo in preizkusili smo 
dva različna medija za izvajanje elektroporacije. Kot že predhodno omenjeno, je 
pomembno, kakšno prevodnost ima pufer oziroma medij, v katerem se celice nahajajo v 
času elektroporacije. Ker za uporabljena medija v našem primeru nimamo podatkov o 
prevodnosti, bi mogoče z uporabo visoko prevodnega pufra dosegli boljšo uspešnost 
transfekcije. Potrebno pa se je zavedati, da v skladu z večanjem prevodnosti pufra tudi 
preživelost celic upada (Ferreira in sod., 2008). Pomembna je tudi inkubacijska 
temperatura celic pred izvajanjem elektroporacije. V teoriji velja, da nižja temperatura 
preprečuje razgradnjo DNA, omejuje učinke Jouleovega segrevanja med trajanjem 
električnih pulzov in podaljšuje čas permeabilizacije membrane, vendar pa lahko zavira 
obnovitev celic (Golzio in sod., 2004). Standardni postopki elektroprenosa torej 
vključujejo inkubacijo celic pri 4 °C ali nižje pred izvajanjem elektroporacije in post-
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inkubacijo pri sobni temperaturi, saj naj bi to pospešilo ponovno zapiranje por v membrani. 
Kljub temu, da obstaja jasno soglasje o sobni temperaturi pri post-inkubaciji, je 
temperatura pred-inkubacije očitno odvisna od vrste celic in mora biti empirično določena 
zlasti za primarne celične kulture. Tako so v študiji Ferreira in sod. (2008) v optimizacijo 
elektroporacije podganjih MMC vključili tudi pred-inkubacijsko temperaturo celic pred 
izvajanjem elektroporacije. V njihovem primeru se je boljše izkazala inkubacijska 
temperatura 22 °C od 4 °C, saj je v tem primeru preživelo več celic, poleg tega pa je bila 
tudi večja produkcija in aktivnost transgena (β-galaktozidaza) (Ferreira in sod., 2008). V 
našem primeru smo celice pred izvajanjem elektroporacije hranili na ledu, saj je to imelo 
pozitivne učinke pri elektroporacijah različnih sesalskih celic na Oddelku za 
eksperimentalno onkologijo, Onkološki inštitut Ljubljana. S spreminjanjem in optimizacijo 
pred-inkubacijske temperature bi tako mogoče lahko izboljšali samo preživetje celic in 
uspešnost transfekcije. V nadaljevanju, generator električnih pulzov, ki smo ga uporabili v 
našem izvajanju poskusov, je omogočil najvišjo napetost na razdaljo 2500 V/cm, v članku 
Peister in sod. (2004) pa so za najboljše pulze pri elektroporaciji hMMC razglasili pulze 
jakosti 3000 V/cm. V našem primeru takšnih pulzov nismo mogli uporabiti in preizkusiti 
ali so ustrezni pri elektroporaciji pasjih MMC. Tako bi z uporabo močnejšega generatorja 
električnih pulzov lahko odkrili ustreznejše pulze za transfekcijo pasjih MMC.   
Raznolikost dobljenih rezultatov med različnimi izvedbami elektroporacije s plazmidom 
pEGFP N1 lahko delno pojasnimo tudi z raznolikostjo uporabljenih celic. Pasje matične 
celice, ki so bile uporabljene pri elektroporacijah so izhajale iz različnih pasjih darovalcev, 
zato so se najverjetneje tudi med seboj nekoliko razlikovale v sposobnosti sprejemanja tuje 
DNA.  
Elektroporacijo z uporabo terapevtskega plazmida pcDNA3.1zeo+sccaIL12 smo izvedli 
šestkrat. Pri tem smo v treh primerih izvajali tudi mesec dni selekcijo z namenom 
pridobitve stabilne linije. Stabilne linije nismo v nobenem primeru uspeli pridobiti, saj smo 
med selekcijo izgubili vse celice. Zavedati se moramo, da je bila najvišje dosežena 
uspešnost prehodne transfekcije z reporterskim plazmidom pEGFP N1 6,39 %. Če od vseh 
elektroporiranih celic le 6,39 % sprejme plazmid, je že tukaj velik osip celic, medtem ko 
jih približno le 0,1 % od teh 6,39 % integrira plazmid v genom (Würtele in sod., 2003). 
Integracija cirkularnega plazmida v genom celic po elektroporaciji je zelo redek pojav. 
Samo integracijo bi lahko izboljšali z uporabo lineariziranega plazmida, kateri bi sledila 
pozitivna selekcija transfeciranih klonov, poleg tega pa bi jo lahko izboljšali z vstavitvijo 
MAR sekvenc (angl. matrix attachment regions) v plazmid (Ferreira in sod., 2008). K 
neuspešni selekciji je najverjetneje doprineslo tudi to, da se z odmiranjem celic 
konfluentnost plošč oziroma gojitvenih posodic zmanjšuje, kar pa splošno gledano 
negativno vpliva na samo rast in preživetje celic, saj le-tem ugaja, da so nasajene v 
določeni gostoti, saj so za uspešno rast potrebne medcelične interakcije (Borowski in sod., 
2008). Zavedati se je tudi potrebno, da kljub temu, da imajo matične celice visoko stopnjo 
proliferacije, se le-ta z višanjem pasaže celic manjša (Yang in sod., 2018). Zato je lahko en 
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izmed razlogov neučinkovite selekcije in pridobitve stabilne linije tudi to, da celice v naši 
raziskavi niso bile nesmrtne. Pri eni izmed izvedb elektroporacije s plazmidom 
pcDNA3.1zeo+sccaIL12 smo uporabili sveže izolirane pasje matične celice v prvi pasaži. 
S tem smo želeli zagotoviti boljše pogoje za izvajanje selekcije, saj imajo celice nižje 
pasaže večjo stopnjo proliferacije in večjo možnost dolgotrajnega preživetja v kulturi. 
Kljub temu pa nam tudi v tem primeru ni uspelo pridobiti stabilne linije, saj smo po 
mesecu dni izvajanja selekcije izgubili vse celice. Poleg tega pa v primeru, da bi prišlo do 
naključne integracije plazmida v genom, ni rečeno, da bi se transgen tudi izražal. Lahko se 
vgradi v neaktivne dele genoma ali pa bi prišlo do epigenetskega utišanja transgena. Lahko 
pride tudi do integracije v esencialne gene, kar povzroči celično smrt ali pa naključna 
integracija lahko okvari tumor-supresorske gene ali aktivira onkogene (Tolmachov in sod., 
2013).  
Kljub neuspeli pridobitvi stabilno transfeciranih pasjih matičnih celic, smo želeli preveriti 
ali se IL-12 prehodno izraža. Z metodo qPCR smo pasji IL-12 (caIL-12) določili na mRNA 
nivoju in sicer pri vzorcih celic tretje izvedbe elektroporacije s pcDNA3.1zeo+sccaIL12, 
kjer smo preizkusili tri različne tipe elektroporacijskih pulzov. Za najboljše so se v tem 
primeru izkazali pulz 3 s parametri U/d = 1700 V/cm, ν = 1 Hz, Ti = 100 µs, Ni = 8, kjer je 
bilo izražanje caIL-12 na drugi dan po elektroporaciji za 257-krat višje od kontrolne 
skupine ne-elektroporiranih celic. Znano je, da je navadno izraženost transgena največja 
drugi dan po elekroporaciji in tako je bilo tudi v našem primeru, saj se je pri vseh treh 
skupinah izkazalo, da je bila izraženost IL-12 po šestih dneh izvajanja selekcije vidno nižja 
od drugega dne po elektroporaciji (Slika 22) (Lampreht in sod., 2015). Z izvajanjem 
selekcije smo le nekoliko obogatili celice, ki so sprejele plazmid, kar pa ne pomeni, da se 
tudi bolj izraža transgen. Za najslabše pulze so se izkazali pulzi 4 s parametri U/d = 2500 
V/cm, ν = 1 Hz, Ti = 100 µs, Ni = 1, Ns = 5, kjer je bila izraženost IL-12 drugi dan po 
elektroporaciji le za 13-krat višja od kontrolne skupine. Zanimivo je, da so se ravno ti pulzi 
izkazali za najboljše pri elektroporaciji s plazmidom pEGFP N1, ki smo jo izvedli 
vzporedno z elektroporacijo s plazmidom pcDNA3.1zeo+sccaIL12. Kot že predhodno 
omenjeno, uspešnost elektroporacije z reporterskim plazmidom ni vedno primerljiva z 
elektroporacijo s terapevtskim plazmidom (Kamenšek in sod., 2017). Signal za izražanje 
IL-12 smo pri nekoliko poznejših ciklih (Ct ≈ 27) dobili tudi pri negativni kontroli ne-
elektroporiranih celic. Najverjetneje gre za endogeni IL-12, ki ga matične celice same 
proizvajajo, saj par začetnih oligonukleotidov, ki smo jih uporabili za detekcijo transgena 
caIL-12, nalega tudi na endogeni IL-12. V literaturi podatka o izražanju endogenega IL-12 
pri mezenshimskih matičnih celic nismo našli, ampak glede na to, da imajo matične celice 
imunomodulatorne lastnosti, obstaja možnost, da v majhni meri izražajo tudi IL-12. Da 
smo potrdili, da so pulzi 3 s parametri U/d = 1700 V/cm, ν = 1 Hz, Ti = 100 µs, Ni = 8, res 
najbolj uspešni za elektroporacijo pasjih matičnih celic s terapevtskim plazmidom 
pcDNA3.1zeo+sccaIL12, smo tako z uporabo teh pulzov izvedli še tri dodatne ločene 
elektroporacije na drugem biološkem vzorcu celic in izražanje IL-12 preverili po dveh 
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dneh od elektroporacije. Izkazalo se je, da se rezultati med izvedbami elektroporacije vidno 
razlikujejo. Razliko lahko delno pojasnimo s tem, da smo uporabili celice izolirane iz 
različnih pasjih darovalcev in je lahko uspešnost elektroporacije delno odvisna od genotipa 
celic. Kljub temu pa so se velike razlike pojavile tudi med vzorci celic, ki so izhajali iz 
istega darovalca. Manjša razlika je bila med celicami iste pasaže (prva pasaža), kjer se je 
IL-12 v enem primeru 118,9-krat, v drugem primeru pa 155,0-krat bolj izražal kot pri 
negativni kontroli. Večja razlika pa je bila pri elektroporiranih celicah druge pasaže, kjer se 
je IL-12 izražal le 76,1-krat bolj kot pri negativni kontroli (Slika 23).  
 Kljub temu, da smo prehodno izražanje IL-12 dokazali na mRNA nivoju, s tem še ne 
moremo zagotovo trditi, da se mRNA prevede v funkcionalni IL-12 protein. Produkcijo 
rekombinantnega IL-12 bi tako morali potrditi s kakšno drugo metodo, kot sta na primer 
encimsko-imunska testa ELISA (angl. enzyme linked immunosorbent assay) ali ELISpot 
(angl. enzyme-linked immune absorbent spot) ali pa na primer s prenosom proteinov po 
Westernu.  
Za nadaljnje izboljšave dela bi bilo potrebno upoštevati tudi zahtevo za varno gensko 
zdravljenje, ki vključuje uporabo plazmidov, ki ne vsebujejo gena za odpornost na 
antibiotike. Namreč, v skladu z varnostnimi priporočili FDA, so samo plazmidi, ki kodirajo 
gene za odpornost proti antibiotikom, ki se ne uporabljajo v humani ali veterinarski 
medicini, dovoljeni v plazmidnih vektorjih, ki so namenjeni za uporabo v humani ali 
veterinarski medicini. Trenutno samo gen za odpornost na kanamicin izpolnjuje te zahteve. 
Glede na zahteve Evropske agencije za zdravila (EMA) pa le-ta priporoča uporabo 
plazmidov brez antibiotične rezistence, če je to mogoče, in ker metode za pripravo 
plazmidov brez antibiotične rezistence obstajajo, to pomeni, da EMA dovoli le takšne 
plazmide. V našem primeru smo uporabili plazmid pcDNA3.1zeo+sccaIL12, ki vsebuje 
ampicilinsko rezistenco. Ampicilin se uporablja za zdravljenje ljudi in živali, zato ta 
plazmid ni primeren za pripravo celic za klinično uporabo. V študiji Lampreht in sod. 
(2015) so skonstruirali plazmid, ki kodira IL-12 in je primeren za gensko zdravljenje v 
veterinarski klinični onkologiji. Plazmid je namenjen za in vivo uporabo za zdravljenje 
solidnih tumorjev pri psih in zato ne vsebuje selekcijskega markerja za pripravo stabilnih 
celičnih linij. Plazmid nosi zaporedje za pasji IL-12 in odpornost na antibiotik kanamicin 
in tako so s tem ugodili zahtevam agencije FDA.  
Kljub temu, da nam ni uspelo pridobiti stabilne linije pasjih matičnih celic, ki proizvajajo 
caIL-12, smo z delom veliko pripomogli k znanju o transfekciji pasjih matičnih celic. 
Optimizirali smo metodo elektroporacije in potrdili, da lipofekcija ni primerna metoda za 
transfekcijo primarne linije matičnih celic. Poleg tega smo določili optimalno 
koncentracijo selekcijskega antibiotika zeocina za izvajanje selekcije. Pri prehodno 
transfeciranih celicah smo na mRNA nivoju dokazali, da se transgen IL-12 vidno bolj 
izraža kot pri negativni kontroli. Pridobljeni rezultati bodo tako lahko služili za osnovo pri 
nadaljnjih poskusih transfekcije pasjih matičnih celic z uporabo elektroporacije. Poleg tega 
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pa se delo lahko še nadaljuje v smeri pridobivanja stabilne linije in sicer v samem 
magistrskem delu je navedenih kar nekaj možnih rešitev, ki lahko pripomorejo pri 
doseganju primarnega zastavljenega cilja. 
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6  SKLEPI                  
Na podlagi rezultatov lahko zaključimo naslednje:  
- Elektroporacija je primerna metoda za pridobivanje prehodno transfeciranih pasjih 
matičnih celic, saj smo tako pri uporabi reporterskega plazmida pEGFP N1, kot tudi 
terapevtskega plazmida pcDNA3.1zeo+sccaIL12, dokazali izražanje transgenov.  
- Elektroporacija je primernejša metoda od lipofekcije za transfekcijo pasjih matičnih 
celic. Pri optimizaciji pogojev transfekcije z uporabo plazmida pEGFP N1 smo pri 
uporabi elektroporacije v najboljšem primeru dosegli 6,39 % uspešnost, medtem ko je 
bila pri lipofekciji najboljša uspešnost zgolj 0,53 %.  
- Za uspešno transfekcijo primarne celične kulture pasjih matičnih celic je pomembna 
optimizacija pogojev elektroporacije, ki vključuje elektroporacijske parametre, število 
celic, količina plazmidne DNA in vrsto medija za izvajanje elektroporacije.  
- Za transfekcijo pasjih matičnih celic so bolj ustrezni elektroporacijski pulzi višje 
napetosti in krajšega trajanja. V našem primeru smo najboljše rezultate pri 
elektroporacijah z reporterskim plazmidom pEGFP N1 dobili pri uporabi pulzov s 
parametri U/d = 1500 V/cm, ν = 1 Hz, Ti = 100 µs, Ni = 8, pri elektroporacijah s 
plazmidom pcDNA3.1zeo+sccaIL12 pa pri uporabi pulzov s parametri U/d = 1700 
V/cm, ν = 1 Hz, Ti = 100 µs, Ni = 8.  
- Potrdili smo, da so primarne celične linije, med katere spadajo tudi pasje mezenhimske 
matične celice, slabo dovzetne za sprejem tuje DNA. Elektroporacijo z reporterskim 
plazmidom smo izvedli kar sedemkrat, pri čemer smo testirali različne 
elektroporacijske pogoje in smo v najboljšem primeru dosegli 6,39 % uspešnost 
transfekcije.  
- Elektroporacija v kombinaciji z uporabo cirkulariziranega plazmida ni primerna 
metoda za pridobivanje stabilne linije transfeciranih celic. Verjetnost, da se plazmid 
vgradi v genom, je le okoli 0,1 %. V našem primeru smo tako trikrat izvajali mesec dni 
dolgo selekcijo na velikem številu elektroporiranih celic, vendar nam ni uspelo 
pridobiti stabilno transfeciranih pasjih matičnih celic, ki bi izražale IL-12.  
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7  POVZETEK 
Mezenhimske matične celice zaradi zmožnosti diferenciacije v različne vrste celic in 
sposobnosti produkcije številnih bioaktivnih molekul, ponujajo številne možnosti uporabe 
v terapevtske namene. Poleg njihove uporabe pri regeneraciji tkiv in modulaciji imunskega 
sistema, lahko služijo tudi kot dostavni sistemi pri zdravljenju rakavih obolenj, saj 
raziskave kažejo, da mezenhimske matične celice pogosto migrirajo k tumorskim tkivom. 
Citokin IL-12 zaradi svoje sposobnosti aktivacije naravne in pridobljene imunosti ter 
spodbujanja produkcije citokina interferona γ, ki koordinira proti-tumorsko obrambo, 
predstavlja idealnega kandidata za tumorsko imunoterapijo.  
V nalogi smo tako želeli z ne-virusnimi metodami pridobiti linijo stabilno transfeciranih 
pasjih matičnih celic, ki bi v zadostni meri proizvajale IL-12, da bi jih lahko potencialno 
uporabili za imunoterapijo rakavih obolenj pri psih. Za transfekcijo smo uporabili metodo 
elektroporacije in lipofekcije. Z uporabo reporterskega plazmida pEGFP N1 smo 
optimizirali pogoje transfekcije. Pri elektroporaciji smo se osredotočili na optimizacijo 
elektroporacijskih parametrov, ki vključujejo jakost pulza, trajanje električnega pulza, 
frekvenco pulziranja in število pulzov. V optimizacijo elektroporacije smo vključili tudi 
količino dodane plazmidne DNA in število celic na elektroporacijo ter preizkusili dva 
različna medija za izvajanje elektroporacije. Za najboljšo kombinacijo se je tako izkazala 
kombinacija elektroporacijskih parametrov U/d = 1500 V/cm, ν = 1 Hz, Ti = 100 µs, Ni = 
8, kjer smo dosegli najvišjo uspešnost transfekcije 6,39 % in sicer pri elektroporaciji kjer 
smo elektroporirali 1 × 10
6
 celic/elektroporacijo, dodali 10 µg plazmidne 
DNA/elektroporacijo in uporabili elektroporacijski pufer. Pri transfekciji z lipofektaminom 
smo preizkusili pet različnih razmerij med DNA in lipofektaminom, vendar je bila 
uspešnost transfekcije zanemarljiva, saj smo v najboljšem primeru dosegli le 0,53 % 
uspešnost. Glede na podatke iz literature in naše rezultate smo ugotovili, da je primernejša 
metoda elektroporacija od lipofekcije. Za transfekcijo celic s terapevtskim plazmidom 
pcDNA3.1zeo+sccaIL12 smo zato uporabili samo metodo elektroporacije. Preizkusili smo 
parametre, ki so se pri elektroporacijah s plazmidom pEGFP N1 izkazali za najboljše. 
Stabilne linije pasjih matičnih celic, ki bi izražale caIL-12, nam po večkratnih poskusih 
elektroporacije in selekcije ni uspelo pridobiti, smo pa uspeli dokazati prehodno izražanje 
caIL-12 na mRNA nivoju z uporabo qPCR metode. Ugotovili smo tudi, da so za izvajanje 
elektroporacije s plazmidom pcDNA3.1zeo+sccaIL12 primernejši pulzi s parametri U/d = 
1700 V/cm, ν = 1 Hz, Ti = 100 µs, Ni = 8. 
Kljub temu, da nam ni uspelo pridobiti stabilno transfeciranih pasjih matičnih celic, ki 
proizvajajo caIL-12, smo z delom veliko pripomogli k znanju o transfekciji pasjih matičnih 
celic. Optimizirali smo metodo elektroporacije in potrdili, da je elektroporacija primernejša 
metoda od lipofekcije za transfekcijo primarne linije pasjih matičnih celic. Rezultati 
magistrskega dela so postavili dobre temelje za transfekcijo pasjih matičnih celic izoliranih 
iz maščobnega tkiva. 
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PRILOGA A 
 
Načrt nanosa vzorcev v PCR mikrocentrifugirke v traku pri dveh ločenih izvedbah qPCR.   
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